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RESUMEN 
Los compuestos orgánicos volátiles (COV) son unos de los principales 
contaminantes atmosféricos presentes en las emisiones gaseosas de una gran 
variedad de industrias. El conocimiento de los efectos nocivos que presentan estas 
sustancias sobre el medio ambiente y la salud humana ha tenido como consecuencia 
el desarrollo de normativas ambientales en la Unión Europea en relación al control 
de las emisiones industriales de COV. Esto ha originado, a su vez, el interés por el 
desarrollo de nuevas tecnologías de depuración para la reducción de estos 
contaminantes. En este sentido, los sistemas biológicos como los biofiltros y los 
biofiltros percoladores se presentan como una alternativa de tratamiento eficaz, 
económica y respetuosa con el medio ambiente. En la actualidad existen numerosos 
estudios de laboratorio realizados bajo condiciones de operación controladas cuyo fin 
principal es determinar la eficacia del biotratamiento. Sin embargo, la información a 
nivel microbiológico del proceso es todavía escasa. El desarrollo de nuevas 
aplicaciones de las técnicas de biología molecular para la identificación microbiana 
en ecología ambiental proporciona nuevas posibilidades para profundizar en el papel 
que la comunidad microbiana tiene en el proceso de biofiltración, siendo ésta una de 
las líneas emergentes en este campo. 
El presente trabajo de tesis doctoral se centra en la identificación y el 
seguimiento de las comunidades microbianas en biofiltros y biofiltros percoladores 
para el tratamiento de emisiones gaseosas de COV, así como en la relación de las 
mismas con el funcionamiento de estos sistemas. El análisis de las comunidades 
bacterianas se ha llevado a cabo mediante la puesta a punto y la aplicación de las 
siguientes técnicas de biología molecular: hibridación fluorescente in situ (FISH), 
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y secuenciación del gen 
16S ARNr.  
En una primera parte, las técnicas de biología molecular se han aplicado en 
experimentos de laboratorio bajo condiciones de funcionamiento controladas en los 
que se utilizaron tanto biofiltros como biofiltros percoladores para el tratamiento de 
emisiones gaseosas que contenían un único contaminante. Se realizaron tres 
estudios experimentales cada uno de ellos con uno de los siguientes compuestos: 
  
isopropanol, estireno y 2-butoxietanol; todos ellos constituyentes habituales de las 
emisiones gaseosas de numerosos sectores industriales. En una segunda parte, se 
procedió a la transferencia del proceso de biofiltro percolador para su aplicación 
industrial al tratamiento de las emisiones de COV procedentes del sector de 
recubrimientos. Se realizaron dos estudios experimentales centrados en la 
caracterización microbiana, uno a nivel de planta piloto y otro utilizando el proceso de 
biofiltro percolador como solución final de depuración de las emisiones de una 
instalación industrial. 
El primer estudio que se presenta en esta tesis doctoral consistió en el análisis 
de la evolución de las comunidades bacterianas desarrolladas en dos biofiltros 
percoladores que se emplearon para el tratamiento de aire contaminado con 
isopropanol, contaminante típico presente en las emisiones industriales del sector 
flexográfico. En este experimento se evaluó la influencia de los parámetros de 
operación: carga másica volumétrica (CV) y tiempo de residencia a volumen vacío 
(TRVV); y del material de relleno sobre la comunidad bacteriana desarrollada en 
cada biorreactor durante 300 días de ensayo. Cada reactor se llenó con un material 
diferente: relleno plástico estructurado o anillos de polipropileno con un diámetro 
nominal de 16 mm. Después de la inoculación con un fango activado procedente de 
una estación depuradora de aguas residuales (EDAR), los biofiltros percoladores se 
operaron usando CV comprendidas entre 20 y 65 g C m-3 h-1  y TRVV comprendidos 
entre 14 y 160 segundos. Se obtuvieron eficacias de eliminación (EE) superiores a 
80% trabajando con CV superiores a 35 g C m-3 h-1 y TRVV tan bajos como 24 s. Los 
resultados obtenidos mediante las técnicas FISH y DGGE mostraron diferencias en 
la composición de las comunidades bacterianas desarrolladas en cada uno de los 
dos sistemas a pesar de utilizar idénticas condiciones de operación, lo que se 
relacionó con el uso de un material de relleno diferente en cada biorreactor. A su vez, 
se observó una variación temporal en las comunidades bacterianas identificadas en 
ambos biorreactores debido a los cambios aplicados en los parámetros de operación 
a lo largo del periodo experimental. En particular, el grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria, identificado habitualmente en los sistemas de biotratamiento 
de aire contaminado con COV, presentó en ambos biorreactores un incremento 
importante de su abundancia relativa alcanzando valores superiores al 20% al final 
  
del experimento. El análisis de los patrones de bandas obtenidos con la técnica 
DGGE mostró que Pseudomonas putida, especie bacteriana perteneciente al grupo 
Gammaproteobacteria, estuvo presente en ambos biorreactores desde el día 60 
hasta el final de la operación. 
En el siguiente estudio se investigó la eliminación de estireno mediante los 
procesos de biofiltro y de biofiltro percolador. El estireno es un contaminante común 
de las emisiones industriales del sector del procesamiento y de la síntesis de 
polímeros. En este experimento se llevó a cabo un estudio comparativo de la 
influencia que el tipo de bioproceso y el tipo de inóculo presentan sobre las 
comunidades bacterianas y la eficacia del proceso. Se operaron durante 6 meses 
dos biofiltros y un biofiltro percolador. En los biofiltros se emplearon dos materiales 
de relleno orgánicos diferentes: turba y fibra de coco; y el biofiltro percolador se 
rellenó con anillos de polipropileno con un diámetro nominal de 25 mm. Se 
emplearon dos tipos de inóculos diferentes: un cultivo enriquecido de la cepa 
Pseudomonas putida CECT 324 para los biofiltros y un fango activado procedente de 
una EDAR para el biofiltro percolador. Durante el funcionamiento de los sistemas se 
efectuaron variaciones de la CV y del TRVV con valores comprendidos entre 10 y 45 
g m-3 h-1  y entre 30 y 120 segundos. Los resultados obtenidos indicaron que ambos 
tipos de biorreactores alcanzaron una CE similar, alrededor de 40 g m-3 h-1, para una 
CV de 75 g m-3 h-1 y un TRVV de 60 segundos. Los resultados de la aplicación de las 
técnicas FISH y DGGE mostraron una composición de las comunidades bacterianas 
diferente según el tipo de inóculo utilizado. El grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria presentó abundancias elevadas, superiores al 15%, tanto en 
los biofiltros como en el biofiltro percolador durante todo el periodo experimental. Al 
final de la operación, este grupo bacteriano fue predominante con abundancias 
superiores al 25%. En el caso concreto del biofiltro percolador inoculado con fango 
activado se detectó un elevado incremento de la especie Pseudomonas putida. Esta 
especie se identificó inicialmente en el fango activado con una abundancia relativa 
del 1%, sin embargo, después de 165 días de operación, su abundancia alcanzó 
valores del 15%.  
  
En el último estudio que se realizó en el laboratorio se analizó la eliminación 
de 2-butoxietanol mediante el proceso de biofiltro percolador. El 2-butoxietanol es un 
compuesto habitual de las emisiones industriales del sector de recubrimiento de 
superficies. Al igual que en el experimento anterior, se llevó a cabo un estudio 
comparativo de la influencia que el tipo de inóculo presenta sobre la comunidad 
bacteriana y la eficacia del proceso. En este caso, dos biofiltros percoladores 
rellenos de espuma de poliuretano PPI 10 se operaron durante 100 días. Cada 
biorreactor se inoculó con un tipo de inóculo diferente: un cultivo puro de la cepa 
Pseudomonas sp. BOE200 y un fango activado procedente de una EDAR. El 
experimento se llevó a cabo utilizando dos CV con valores de 130 y 195 g m-3 h-1 y 
un TRVV constante de 12.5 segundos. Los resultados mostraron que ambos 
sistemas alcanzaron un valor similar de CE, alrededor de 100 g m-3 h-1, para la CV de 
195 g m-3 h-1. Las comunidades bacterianas se estudiaron mediante DGGE y 
posterior secuenciación del ADN procedente de las bandas predominantes. Además, 
se utilizaron métodos de cultivo en placa en los que se aislaron bacterias presentes 
en los biorreactores y se analizó la capacidad de éstas para usar el 2-butoxietanol 
como fuente de carbono. Los resultados indicaron que existió proliferación de 
diversas especies en ambos sistemas a lo largo del periodo experimental. De las 
especies identificadas al final del experimento en el biorreactor que se inoculó con el 
cultivo puro, Pseudomonas fue la única especie con capacidad de usar el 2-
butoxietanol como fuente de carbono. En el biorreactor que se inoculó con fango 
activado se detectó la aparición de nuevas especies, sólo algunas de ellas con 
capacidad para degradar el 2-butoxietanol como fueron Pseudomonas putida y 
Pseudomonas aeruginosa.  
La siguiente fase de experimentación corresponde al estudio del proceso de 
biofiltro percolador durante el tratamiento de emisiones industriales. En este caso, las 
corrientes gaseosas a depurar se caracterizaron por patrones irregulares de 
concentración y de composición.  
Un biofiltro percolador a escala de planta piloto con un volumen efectivo de 
0.75 m3 se ubicó en una empresa dedicada a la fabricación de productos 
automovilísticos que incluía actividades de recubrimiento de plásticos en las que se 
  
aplicaban imprimaciones, pinturas y barnices en base disolvente. Las emisiones 
gaseosas resultantes de esta actividad industrial presentaron una concentración 
variable de COV comprendida entre 100 y 450 mg C Nm-3. A lo largo del 
experimento, de un año de duración, se produjeron cambios en la composición de las 
emisiones gaseosas con variaciones de la proporción de sustancias de distinta 
naturaleza química como n-butil acetato, xileno, cumeno o naftaleno, entre otros. El 
principal objetivo de este estudio fue determinar el mínimo TRVV necesario para que 
la concentración de COV en el efluente gaseoso cumpliera los límites legales 
exigidos para esta actividad industrial (75 mg C Nm-3). A su vez, se analizó la 
influencia que la composición de las emisiones gaseosas presenta sobre el 
rendimiento del biorreactor y sobre la evolución de las poblaciones bacterianas. El 
biorreactor se llenó con anillos de polipropileno con un diámetro nominal de 50 mm y 
se inoculó mediante el procedimiento más sencillo empleando fango activado 
procedente de una EDAR. Los resultados experimentales indicaron que existía una 
relación entre el rendimiento del biorreactor y la composición de las emisiones a 
depurar. De modo que para el tratamiento de emisiones compuestas principalmente 
por sustancias biodegradables (>70%) como n-butil acetato, se cumplieron los límites 
legales establecidos con TRVV comprendidos entre 30 y 40 segundos. Sin embargo, 
para el tratamiento de emisiones que contenían una elevada proporción (60%) de 
compuestos aromáticos como xileno y compuestos recalcitrantes como cumeno y 
naftaleno, fue necesario incrementar el TRVV a 80 segundos para el cumplimiento 
de los límites legales. La aplicación de la técnica FISH mostró que las comunidades 
bacterianas desarrolladas en el sistema también se vieron afectadas por la variación 
en la composición de las emisiones gaseosas a lo largo del periodo experimental, 
dando lugar al desarrollo de comunidades bacterianas diferentes a las identificadas 
en el inóculo. Por ejemplo, Gammaproteobacteria se detectó con elevada 
abundancia (17%) en el tercer mes de operación, coincidiendo con el tratamiento de 
emisiones compuestas mayoritariamente por sustancias fácilmente biodegradables. 
Sin embargo, en el quinto mes de operación la abundancia de este grupo disminuyó 
hasta el 7%, coincidiendo, en este caso, con el tratamiento de emisiones que 
contenían compuestos aromáticos y recalcitrantes. Tras un año de operación, con 
una composición de las emisiones basadas de nuevo en sustancias fácilmente 
  
biodegradables, la abundancia de Gammaproteobacteria se incrementó de nuevo 
hasta el 20%. 
Finalmente, se presenta un estudio que completa la transferencia de 
tecnología del proceso de biofiltro percolador desde la escala de laboratorio hasta la 
escala industrial. En este caso, se utilizó un biofiltro percolador con un volumen 
efectivo de 60 m3 instalado como solución final de depuración de las emisiones 
procedentes de una empresa de fabricación de muebles con diversas actividades de 
pintado en las que se aplican productos en base disolvente. En este estudio se 
analizó la influencia que la composición de las emisiones gaseosas presenta sobre la 
dinámica de la comunidad bacteriana. Las emisiones gaseosas resultantes de esta 
actividad industrial presentaron una concentración de COV comprendida entre 120 y 
600 mg C Nm-3. Estas emisiones se caracterizaron por patrones irregulares y 
oscilantes, con picos de concentración relativamente elevados (hasta 500 y 600 mg 
C Nm-3) y de duración normalmente inferior a 60 segundos. Por este motivo, y a fin 
de amortiguar la variación de la concentración de COV en las emisiones de entrada 
al biofiltro percolador, se instaló un prefiltro de carbón activado. El biofiltro percolador 
se rellenó con anillos de polipropileno y se inoculó con fango activado procedente de 
una EDAR. El sistema se operó durante 17 meses con TRVV comprendidos entre 20 
y 100 segundos. Los resultados de la aplicación de la técnica FISH mostraron una 
variación temporal de la composición de las comunidades bacterianas que se 
relacionó con los cambios en la composición de las emisiones gaseosas a lo largo 
del periodo experimental. Al igual que en los experimentos anteriores, se 
desarrollaron comunidades bacterianas diferentes a las que se identificaron en el 
inóculo. En el caso particular del grupo bacteriano Gammaproteobacteria, éste 
incrementó su abundancia desde un 10% en el cuarto mes de operación hasta un 
44% en el décimo mes. Este elevado incremento coincidió con la reducción de 
compuestos aromáticos (0-5%) en las emisiones gaseosas a depurar. 
  
SUMMARY 
Volatile organic compounds (VOCs) are one of the main air pollutants which are 
present in gaseous emissions from a wide range of industrial activities. The knowledge 
of the adverse effects on human health and environment caused by these substances 
has led to the development of environmental regulations in Europe related to the 
control of industrial VOC emissions. Thus, these regulations have generated interest 
on the development of new treatment technologies in order to reduce these pollutants. 
Therefore, biological processes, such as biofilters and biotrickling filters, provide a 
successful treatment, which is a cost-effective and environmentally friendly alternative. 
Nowadays, there are many studies being carried out at laboratory-scale under 
controlled operational conditions with the aim of determining the biotreatment 
efficiency. However, information about the process from a microbiological point of view 
is still scarce. The development of novel applications of molecular biology tools for 
microbial identification on the field of environmental ecology provides new possibilities 
to deepen the role that the microbial community plays in the biofiltration process, with 
this being one of the emergent research subjects in this field. 
This doctoral thesis focuses on the identification and monitoring of microbial 
communities in biofilters and biotrickling filters for the removal of VOCs from gaseous 
emissions, as well as their relationship with the system performance. The analysis of 
bacterial communities has been carried out by the development and application of the 
following molecular biological tools: fluorescent in situ hybridisation (FISH), denaturing 
gradient gel electrophoresis (DGGE) and sequencing of the 16S rRNA gene. 
Firstly, the molecular biology tools have been applied in laboratory experiments 
under controlled operating conditions, in which biofilters and biotrickling filters were 
used for the treatment of gaseous emissions containing a single contaminant. Three 
experimental studies were performed, each of them with one of the following 
compounds: isopropanol, styrene and 2-butoxyethanol. All of these are the usual 
components of gaseous emissions of many industrial activities. Secondly, the process 
of biotrickling filter was scaled-up to industrial scale to be applied for the treatment of 
VOC emissions from the coating sector. Two experimental studies focused on the 
microbial characterization were carried out, one at pilot-scale and the other using a full-
  
scale biotrickling filter as the final solution for the treatment of the waste gas emissions 
in an industrial facility.  
The first study included in this doctoral thesis consisted of analysing the 
evolution of the microbial community developed in two biotrickling filters treating waste 
air contaminated with isopropanol, a typical pollutant contained in the flexographic 
sector emissions. In this experiment, the influence of the operational parameters inlet 
load (IL) and empty bed residence time (EBRT) and the packing material on the 
bacterial community in each bioreactor was evaluated during the 300 day experiment. 
Each reactor was packed with a different packing material: plastic cross-flow-structured 
material or polypropylene rings with a nominal diameter of 16 mm. After inoculation 
with activated sludge from a wastewater treatment plant (WWTP), the biotrickling filters 
were operated using ILs from 20 to 65 g C m-3 h-1 and EBRTs from 14 to 160 s. 
Removal efficiencies (REs) higher than 80% were obtained with ILs up to 35 g C m-3 h-1 
working at EBRTs as low as 24 s. Results from DGGE and FISH techniques showed 
differences in the composition of the established bacterial communities in each of the 
two bioreactors despite using identical operational conditions; this was related to the 
use of different packing materials in each bioreactor. In addition, a dynamic of the 
identified bacterial community was observed in both bioreactors due to changes in the 
operational conditions throughout the experimental period. Specifically, the bacterial 
group Gammaproteobacteria, often identified in biotreatment systems used to remove 
VOCs from gaseous emissions, showed an important increase of relative abundance in 
the two bioreactors, reaching values greater than 20% at the end of the experiment. 
The analysis of the DGGE banding patterns revealed that Pseudomonas putida, a 
species belonging to the Gammaproteobacteria group, was found in both bioreactors 
from day 60 until the end of the operation. 
In the next study, the abatement of styrene waste gas emissions by biofilter and 
biotrickling filter was investigated. Styrene is a common pollutant of the emissions from 
industries that process and synthesize polymers. In this experiment, a comparative 
study was carried out to analyse the influence of the kind of bioprocess and the type of 
inoculum source on the bacterial communities and on the process efficiency. During 6 
months, two biofilters and one biotrickling filter were operated. In the biofilters, two 
  
different organic packing materials were used: peat and coconut fibre; and the 
biotrickling filter was packed with polypropylene rings with a nominal diameter of 25 
mm. Two different inoculum sources were used: an enriched culture of the strain 
Pseudomonas putida CECT 324 in the biofilters and an activated sludge from a WWTP 
in the biotrickling filter. During the operation of the systems, the IL and EBRT were 
changed with values between 10 and 45 g C m-3 h-1 and between 30 and 120 s, 
respectively. Results indicated that both kinds of bioreactor reached a similar value of 
elimination capacity (EC) 40 g m-3 h-1 with an IL of 75 g m-3 h-1 and an EBRT of 60 s. 
Results of FISH and DGGE techniques showed a different composition of the bacterial 
communities with the source of used inoculum. The bacterial group 
Gammaproteobacteria showed high abundances, greater than 15%, in both the 
biofilters and the biotrickling filter during the entire experimental period. At the end of 
the experiment, this bacterial group was predominant, with abundances greater than 
25%. In the case of the biotrickling filter inoculated with activated sludge, a high 
increase of the species Pseudomonas putida was detected. This species was 
previously identified in the activated sludge with a relative abundance of 1%; however, 
after 165 days of operation, its abundance achieved values of 15%. 
In the last study carried out in the laboratory, the removal of 2-butoxyethanol 
was conducted using biotrickling filtration. 2-Butoxyethanol is a common compound of 
the industrial emissions from the surface coating sector. As in the previous experiment, 
a comparative study of the influence of the kind of the inoculum on the bacterial 
community and on the process efficiency was carried out. In this case, two biotrickling 
filters packed with polyurethane foam PPI 10 were operated during 100 days. Each 
bioreactor was inoculated with a different kind of inoculum source: a pure culture of the 
strain Pseudomonas sp. BOE200 and an activated sludge from a WWTP. The 
experiment was performed at two ILs with values of 130 and 195 g m-3 h-1, and at a 
constant EBRT of 12.5 s. The results showed that both bioreactors achieved a similar 
value of EC 100 g m-3 h-1 with an IL of 195 g m-3 h-1. The bacterial communities were 
studied by DGGE and subsequent sequencing of the DNA contained within the 
predominant bands. In addition, plating methods were used where bacteria from the 
bioreactors were isolated and the ability of such bacteria to use 2-butoxyethanol as 
carbon source was analysed. The results indicated that an emergence of species 
  
occurred in both bioreactors during the experimental period. From the identified 
species at the end of the experiment, Pseudomonas sp. was the only species with the 
ability to use 2-butoxyethanol as carbon source. In the bioreactor inoculated with 
activated sludge, the appearance of new species was detected; only some of them, 
such as Pseudomonas putida and Pseudomonas aeruginosa, were able to degrade 2-
butoxyethanol. 
The next experimental phase corresponds to the study of the biotrickling filter 
process for the treatment of industrial emissions. In this case, the waste gas emissions 
were characterised by uneven patterns of concentration and composition. 
A biotrickling filter at pilot scale with an effective volume of 0.75 m3 was located 
in a company dedicated to manufacturing products which included plastic coating 
activities in which solvent-based primers, paints and varnishes were applied. The 
gaseous emissions from this industrial activity comprised variable VOC concentrations 
ranging between 100 and 450 mg C Nm-3. During the experiment, with a duration of 1 
year, changes in the composition of gaseous emissions with variations of the 
proportion of substances of different chemical nature such as n-butyl acetate, xylene, 
cumene or naphthalene, among others, were produced. The main objective of this 
study was to determine the minimum value of EBRT so that the VOC concentration of 
the waste gas satisfies the legal limits of this industrial activity (75 mg C Nm-3). In 
addition, the influence of the composition of the waste gases on the bioreactor 
efficiency and on evolution of the bacterial community was analysed. The bioreactor 
was packed with polypropylene rings with a nominal diameter of 50 mm and it was 
inoculated with the easiest procedure using activated sludge coming from a WWTP. 
The experimental results pointed out a relationship between the bioreactor 
performance and the composition of the waste gas emissions. Thus, for the treatment 
of emissions containing mainly biodegradable substances (>70%), such as n-butyl 
acetate, the legal limits were satisfied with the EBRT range between 30 and 40 s. 
However, for the treatment of emissions containing a greater proportion (60%) of 
aromatic compounds, such as xylene, and recalcitrant compounds, such as cumene 
and naphthalene, it was necessary to increase the EBRT to 80 s to meet the legal 
limits. The application of the FISH technique showed that the bacterial communities 
  
developed in the system were also influenced by changes in the composition of the 
gaseous emissions during the experimental period, resulting in the development of 
different bacterial communities from those identified in the inoculum. For example, 
Gammaproteobacteria was detected with high abundance (17%) in the third month of 
operation when the treated gas emissions were mainly composed of easily 
biodegradable substances. However, in the fifth month of operation, the abundance of 
this bacterial group decreased by up to 7% during the treatment of emissions 
containing aromatic and recalcitrant compounds. After a year of operation, the 
abundance of Gammaproteobacteria increased by up to 20% with industrial emissions 
again composed of biodegradable substances.   
Finally, a study that completes the scale-up of the biotrickling filter process from 
laboratory to the industrial scale is presented. In this case, a full-scale biotrickling filter 
with an effective volume of 60 m3 was used as the final solution for the treatment of 
gaseous emissions from a furniture facility with diverse paint activities in which solvent-
based products were applied. In this study, the influence of the composition of the 
gaseous emissions on the dynamic of the microbial community was analysed. The 
gaseous emissions from this industrial activity presented VOC concentrations between 
120 and 600 mg C Nm-3. These emissions were characterised by uneven and 
oscillating patterns, with peaks of relatively high concentration (up to 500 and 600 mg 
C Nm-3) and a duration of usually lower than 60 s. In fact, in order to smooth the 
variation of the VOC concentration of the inlet emissions to the biotrickling filter, an 
activated carbon pre-filter was installed. The biotrickling filter was packed with 
polypropylene rings and was inoculated with activated sludge from a WWTP. The 
system was run for 17 months at TRVV between 20 and 100 seconds. FISH results 
showed a temporal variation in composition of the bacterial communities which was 
associated with changes in the composition of the gaseous emissions during the 
experimental period. As in previous experiments, different bacterial communities from 
those identified in the inoculum were developed. Specifically, the group 
Gammaproteobacteria increased its abundance from 10% in the fourth month of 
operation up to 44% in the tenth month. This high increase matched with the decrease 
of aromatic compounds (0-5%) in the waste gas emissions requiring treatment. 
  
Índice 
1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS        1 
1.1 Justificación de la tesis        3 
1.2 Objetivos          3 
1.3 Estructura de la tesis y contribución a los artículos de la tesis   5 
2. BIOFILTRACIÓN DE COMPUESTOS ORGÁNICOS VOLÁTILES   9 
2.1 Compuestos orgánicos volátiles       11 
2.2 Tecnologías de tratamiento de emisiones gaseosas    13 
2.2.1 Sistemas físico-químicos       14 
2.2.2 Sistemas biológicos        17 
2.3 Biofiltros          22 
2.4 Biofiltros percoladores        29 
2.5 Bibliografía          36 
3. APLICACIÓN DE TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR AL ESTUDIO DE  
COMUNIDADES MICROBIANAS       45 
3.1 Clonaje y secuenciación de los genes 16S ARNr     47 
3.2 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)   51 
3.3 Hibridación fluorescente in situ (FISH)      55 
3.4 Polimorfismo de conformación de cadena sencilla (SSCP)    58 
3.5 Análisis de restricción del ADN ribosomal amplificado (ARDRA)   60 
3.6 Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción terminales (T-RFLP) 61 
3.7 Análisis de los espaciadores intergénicos ribosomales (RISA)   62 
3.8 Pirosecuenciación         63 
3.9 Bibliografía          65 
4. MATERIALES Y MÉTODOS        71 
4.1 Sistemas de biofiltración        73 
4.1.1 Biofiltros de laboratorio        73 
4.1.2 Biofiltros percoladores de laboratorio      75 
4.1.3 Planta piloto de biofiltro percolador      79 
4.1.4 Unidad industrial de biofiltro percolador     82 
4.2 Materiales          84 
4.2.1 Materiales de relleno        84 
4.2.2 Compuestos         85 
4.2.3 Disoluciones de nutrientes       87 
4.2.4 Inóculos          91 
  
4.3 Técnicas analíticas para el control y el seguimiento de los biorreactores  93 
4.3.1 Concentración de COV        93 
4.3.2 Pérdida de carga        94 
4.3.3 Dióxido de carbono (CO2)       94 
4.3.4 pH, conductividad y temperatura      94 
4.3.5 Nutrientes         95 
4.3.6 Demanda química de oxígeno (DQO)      95 
4.3.7 Carbono orgánico total y carbono inorgánico     95 
4.3.8 Sólidos suspendidos y sólidos suspendidos volátiles    95 
4.3.9 Contenido de humedad de los rellenos orgánicos    96 
4.4 Técnicas de biología molecular para la caracterización y el seguimiento de la    
 comunidad bacteriana        96 
4.4.1 Hibridación fluorescente in situ (FISH)     96 
4.4.2 Extracción de ADN        101 
4.4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)     102 
4.4.4 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)  104 
4.4.5 Secuenciación del gen 16S ARNr      105 
4.5 Técnicas de cultivo en placa         106 
4.6 Bibliografía           106 
5. Microbial community analysis in biotrickling filters treating isopropanol air emissions 109 
5.1 Introduction          111 
5.2 Materials and methods        112  
5.3 Results and discussion        115 
5.4 Conclusions          118 
5.5 References          119 
6. Abatement of styrene waste gas emission by biofilter and biotrickling filter:  
comparison of packing materials and inoculation procedures    121   
6.1 Introduction          123 
6.2 Materials and methods        124  
6.3 Results           127 
6.4 Discussion          132 
6.5 References          135 
 
 
 
  
7.  Removal of 2-butoxyethanol gaseous emissions by biotrickling filtration packed  
 with polyurethane foam         137  
7.1 Introduction          140 
7.2 Material and methods         142  
7.3 Results and discussion        146 
7.4 Conclusions          154 
7.5 References           155 
8. Evaluation of a pilot-scale biotrickling filter as a VOC control technology for the  
plastic coating sector         157 
8.1 Introduction          159 
8.2 Material and methods         160  
8.3 Results and discussion        161 
8.4 Conclusions          166 
8.5 References          166 
9. Evolution of bacterial community in a full-scale biotrickling filter by fluorescence 
 in situ hybridization (FISH)        167 
9.1 Introduction          169 
9.2 Material and methods         170 
9.3 Results and discussion        171 
9.4 Conclusions          173 
9.5 References          174 
10. CONCLUSIONES GENERALES        175 
11. GENERAL CONCLUSIONS        185 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
Justificación y Objetivos 
Página 3 
 
1.1. Justificación de la tesis 
Hasta la fecha el estudio del proceso de biofiltración para el tratamiento de 
emisiones gaseosas de COV se ha centrado básicamente en la evaluación del 
funcionamiento de los biorreactores a escala de laboratorio. Sin embargo, la 
comunidad microbiana que se desarrolla en estos sistemas y que, a su vez, es la 
responsable de la degradación de los contaminantes se ha estudiado en menor 
medida. Así, la realización de esta tesis doctoral queda justificada por la necesidad 
de ampliar el conocimiento sobre los aspectos microbiológicos del proceso de 
biofiltración de emisiones gaseosas tanto en laboratorio, bajo condiciones de 
operación controladas, como en emplazamientos industriales, bajo patrones de 
emisión irregulares.  
La presente tesis doctoral proporciona información acerca de la 
caracterización y el seguimiento de las comunidades bacterianas desarrolladas en 
biofiltros y biofiltros percoladores y su relación con las condiciones de funcionamiento 
de estos sistemas como resultado de la aplicación de técnicas de biología molecular. 
En este sentido, se estudia la influencia que el tipo de bioproceso y el tipo de inóculo 
presentan sobre la microbiología y la eficacia del proceso. Este trabajo se ha 
orientado al estudio de la eliminación de compuestos que habitualmente son 
constituyentes de los efluentes gaseosos de numerosos sectores industriales. A su 
vez, esta tesis doctoral supone una aportación novedosa para la aplicación industrial 
del proceso de biofiltro percolador en el tratamiento de emisiones de COV. 
 
1.2. Objetivos 
El objetivo general de la presente tesis doctoral consiste en el análisis de las 
comunidades bacterianas desarrolladas en biofiltros y biofiltros percoladores para el 
tratamiento de emisiones gaseosas de COV, y en el estudio de su relación con las 
condiciones de funcionamiento del proceso. El desarrollo de este objetivo general se 
ha llevado a cabo utilizando biorreactores a escala de laboratorio en los que se 
trataron emisiones gaseosas contaminadas con un único contaminante (isopropanol, 
estireno y 2-butoxietanol) y sistemas a escala industrial en los que se trataron 
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emisiones caracterizadas por patrones irregulares de concentración y de 
composición. El objetivo general de esta tesis doctoral se desglosa en los siguientes 
objetivos parciales: 
1. Puesta a punto y aplicación de las siguientes técnicas de biología molecular: 
hibridación fluorescente in situ (FISH), electroforesis en gel con gradiente 
desnaturalizante (DGGE) y secuenciación del gen 16S ARNr.  
 
2. Análisis de la dinámica de las comunidades bacterianas desarrolladas en el 
proceso de biofiltro percolador para el tratamiento de emisiones gaseosas 
contaminadas con isopropanol. Estudio de la influencia que presenta el tipo de 
material de relleno sobre las comunidades bacterianas. 
 
3. Estudio de la biofiltración de emisiones gaseosas de estireno mediante el 
proceso de biofiltro y biofiltro percolador. Estudio comparativo de la influencia que el 
tipo de bioproceso y el tipo de inóculo presentan sobre la dinámica de la comunidad 
bacteriana y sobre la eficacia del proceso.  
 
4. Estudio de la biofiltración de emisiones gaseosas de 2-butoxietanol mediante 
el proceso de biofiltro percolador. Estudio comparativo de la influencia que el tipo de 
inóculo presenta sobre las comunidades bacterianas desarrolladas y la eficacia del 
proceso. Identificación de especies degradadoras de 2-butoxietanol. 
 
5. Estudio de la biofiltración de emisiones industriales mediante el proceso de 
biofiltro percolador. Análisis de la dinámica de las comunidades bacterianas ante 
variaciones en la composición y en la concentración de las emisiones a depurar.  
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1.3. Estructura de la tesis y contribución a los artículos pertenecientes 
a la tesis 
Esta tesis doctoral se presenta como compendio de 5 artículos científicos 
dispuestos en 5 capítulos (capítulo 5-9) de acuerdo con los objetivos expuestos 
anteriormente. La tesis doctoral incluye dos capítulos introductorios en los que se 
describen la aplicación de la biofiltración al tratamiento de emisiones gaseosas de 
COV (capítulo 2) y la aplicación de las técnicas de biología molecular para la 
caracterización de las comunidades microbianas de estos sistemas (capítulo 3). A fin 
de proporcionar una visión integrada de las principales técnicas experimentales 
utilizadas, en el capítulo 4 se incluye una breve descripción de las mismas. Las 
referencias completas de los artículos científicos son las siguientes: 
Artículo I (capítulo 5): Pérez MC, Álvarez-Hornos FJ, San Valero P, Marzal P, 
Gabaldón C. 2013. Microbial community analysis in biotrickling filters treating 
isopropanol air emissions. Environmental Technology. 34: 2789-2798. 
Artículo II (capítulo 6): Pérez MC, Álvarez-Hornos FJ, Portune K, Gabaldón C. 2015. 
Abatement of styrene waste gas emission by biofilter and biotrickling filter: 
comparison of packing materials and inoculation procedures. Applied Microbiology 
and Biotechnology. 99: 19-32. 
Artículo III (capítulo 7): Pérez MC, Álvarez-Hornos FJ, Engesser K-H, Dobslaw D,  
Gabaldón C. 2015. Removal of 2-butoxyethanol gaseous emissions by biotrickling 
filtration packed with polyurethane foam. New Biotechnology. En revisión. 
Artículo IV (capítulo 8): Álvarez-Hornos FJ, Lafita C, Martínez-Soria V, Penya-Roja 
JM, Pérez MC, Gabaldón C. 2011. Evaluation of a pilot-scale biotrickling filter as a 
VOC control technology for the plastic coating sector. Biochemical Engineering 
Journal. 58-59:154-161. 
Artículo V (capítulo 9): Pérez MC, Álvarez-Hornos FJ, San Valero P, Gabaldón C, 
Martínez-Soria V. 2012. Evolution of bacterial community in a full-scale biotrickling 
filter by Fluorescence in Situ Hybridization (FISH). Procedia Engineering. 42: 666-
671. 
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En el capítulo 5 se analiza la dinámica de las comunidades bacterianas 
desarrolladas en dos biofiltros percoladores empleados para el tratamiento de 
emisiones contaminadas con isopropanol. Se realizó un experimento con una 
duración de 300 días utilizando dos biofiltros percoladores cada uno de ellos con un 
material plástico diferente: relleno estructurado y anillos de polipropileno con 
diámetro nominal de 16 mm. Los biorreactores se inocularon con fango activado 
procedente de una EDAR y se operaron con CV comprendidas entre 20 y 65 g C m-3 
h-1 y TRVV comprendidos entre 14 y 160 segundos. En lo que respecta a mi 
contribución en el trabajo que se presenta en este capítulo, he desarrollado la parte 
experimental relacionada con la puesta a punto de las técnicas de biología 
molecular, así como la subsiguiente aplicación de las técnicas FISH y DGGE con el 
objeto de llevar a cabo la caracterización y el seguimiento de la comunidad 
bacteriana. Además, he trabajado en la evaluación de los resultados, la obtención de 
las conclusiones y la escritura del artículo científico bajo la supervisión de mis 
directores de tesis, la Dra. Carmen Gabaldón y el Dr. Fco. Javier Álvarez-Hornos. 
El capítulo 6 incluye un estudio sobre la eliminación de estireno en emisiones 
gaseosas mediante biofiltro y biofiltro percolador. Para este experimento se utilizaron 
un biofiltro de turba, un biofiltro de fibra de coco y un biofiltro percolador relleno con 
anillos de polipropileno de diámetro nominal de 25 mm. Se utilizaron dos tipos de 
inóculos: un cultivo enriquecido de la cepa Pseudomonas putida CECT 324 para los 
biofiltros y fango activado procedente de una EDAR para el biofiltro percolador. Los 
biorreactores se operaron durante 6 meses con CV comprendidas entre 10 y 45 g C 
m-3 h-1 y TRVV comprendidos entre 30 y 120 segundos. Acerca de mi aportación en 
el trabajo detallado en este capítulo, he llevado a cabo toda la parte experimental, 
desde la puesta en marcha y la operación de los biorreactores hasta el análisis de la 
comunidad bacteriana mediante las técnicas de biología molecular FISH y DGGE. 
Además, he trabajado en la evaluación de los resultados, la obtención de las 
conclusiones y la escritura del artículo científico bajo la supervisión de mis directores 
de tesis. 
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El capítulo 7 se centra en la depuración de emisiones gaseosas contaminadas 
con 2-butoxietanol mediante biofiltro percolador. Se emplearon dos reactores 
rellenos con espuma de poliuretano PPI 10 y se utilizó un tipo de inóculo diferente 
para cada uno de ellos: cultivo puro de la cepa Pseudomonas sp. BOE200 y fango 
activado procedente de una EDAR. El experimento de 100 días de duración se llevó 
a cabo utilizando dos CV con valores de 130 y 195 g m-3 h-1 y un TRVV constante de 
12.5 segundos. En relación a mi contribución en este trabajo, he desarrollado el 
experimento completo desde la puesta en marcha y la operación de los biorreactores 
hasta el análisis de la comunidad bacteriana mediante las técnicas de biología 
molecular: DGGE y secuenciación del gen 16S ARNr y técnicas de cultivo en placa. 
Además he trabajado en la evaluación de los resultados, la obtención de las 
conclusiones y la escritura del artículo bajo la supervisión de mis directores de tesis. 
Este capítulo incluye resultados obtenidos en la Universidad de Stuttgart donde 
realicé una estancia de investigación de tres meses de duración, requisito 
indispensable para la obtención de la Mención Internacional en el título de Doctor, y 
que fue supervisada por el Dr. Karl Engesser.  
En el capítulo 8 se incluye un estudio sobre la aplicación del proceso de 
biofiltro percolador a escala piloto para el tratamiento de emisiones industriales. El 
biorreactor, de 0.75 m3 de volumen efectivo, se ubicó en una empresa dedicada a la 
fabricación de productos automovilísticos que incluía actividades de recubrimiento de 
plásticos en las que se aplicaban imprimaciones, pinturas y barnices en base 
disolvente. Las emisiones gaseosas resultantes de esta actividad industrial 
presentaron una concentración variable de COV comprendida entre 100 y 450 mg C 
Nm-3. El biofiltro percolador se rellenó con anillos de polipropileno de 50 mm y se 
inoculó con fango activado procedente de una EDAR. Acerca de mi participación en 
este estudio, desarrollé los experimentos sobre la caracterización microbiológica del 
sistema mediante la técnica FISH. Además, participé en la operación y en el control 
de la planta piloto junto al estudiante de doctorado Carlos Lafita. Por último, trabajé 
en la evaluación de los resultados, la obtención de las conclusiones y la escritura del 
artículo junto con mis directores de tesis. Este artículo científico únicamente ha sido 
incluido en esta tesis doctoral y se utiliza exclusivamente para la defensa de mi título 
de doctor.  
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En el capítulo 9 se presentan los resultados de la caracterización y el 
seguimiento de la comunidad bacteriana en un biofiltro percolador industrial. El 
biorreactor, de 60 m3 de volumen efectivo, se instaló como solución final de 
depuración de las emisiones procedentes de una empresa de fabricación de muebles 
con actividades de pintado y de barnizado en las que se aplican productos en base 
disolvente. Las emisiones gaseosas resultantes de esta actividad industrial 
presentaron una concentración de COV comprendida entre 120 y 600 mg C Nm-3. El 
biofiltro percolador se rellenó con anillos de polipropileno, se inoculó con fango 
activado procedente de una EDAR, y se realizó su seguimiento a lo largo de 17 
meses de experimentación. Mi principal aportación a nivel experimental estuvo 
relacionada con la aplicación de la técnica FISH para el estudio de la dinámica de las 
poblaciones bacterianas. Además, llevé a cabo la evaluación de resultados, la 
obtención de las conclusiones y la escritura del artículo bajo la supervisión del Dr. 
Vicente Martínez-Soria y de mis directores de tesis. 
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2.1. Compuestos orgánicos volátiles  
La contaminación atmosférica causa efectos perjudiciales tanto en la salud 
humana como en el medio ambiente, lo que a su vez deriva en importantes pérdidas 
económicas. La Agencia Europea de Medio Ambiente (European Environment 
Agency, EEA) ha determinado un aumento de la incidencia de una amplia gama de 
enfermedades e incluso fallecimientos como consecuencia de la mala calidad del 
aire, además de las pérdidas que se generan en la agricultura y en la biodiversidad 
de los ecosistemas. Por ejemplo, en España, durante el año 2011 se atribuyeron 
25,000 fallecimientos a la acumulación de ozono troposférico en concentraciones 
excesivas. Los daños derivados de la contaminación atmosférica han supuesto a 
España costes económicos superiores a 20,000 millones de euros en el periodo 
comprendido entre 2008 y 2012 (EEA, Informes 5/2014 y 20/2014). Por todo ello, en 
las últimas décadas se ha reforzado la política ambiental europea en esta materia, 
sin embargo, los problemas de contaminación del aire persisten, especialmente en 
zonas urbanas donde se rebasan ocasionalmente los valores límite de los 
contaminantes en el aire. Uno de los principales grupos de contaminantes 
atmosféricos son los compuestos orgánicos volátiles (COV). 
Los COV se definen como todo aquel compuesto orgánico, así como la 
fracción de creosota, que tenga a 293.15 K una presión de vapor mayor o igual de 
0.01 kPa, o que tenga una volatilidad equivalente en las condiciones particulares de 
uso (Artículo 3 de la Directiva 2010/75/UE de 24 de noviembre de 2010). 
A pesar de que existen fuentes naturales de emisión de COV como 
microorganismos y plantas, las principales fuentes de emisión son de origen 
antropogénico. La emisión de estos compuestos está fuertemente influenciada por 
las actividades industriales, tal y como se puede apreciar en la Figura 2.1, en la que 
se presenta el porcentaje de emisiones de COV no metánicos de distintas 
actividades industriales en España durante el año 2012. Las actividades que 
presentan mayores emisiones son las instalaciones de combustión (26%), refinerías 
de petróleo y gas (25%) y el tratamiento de superficies con disolventes orgánicos 
(17%). 
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Figura 2.1. Distribución de emisiones de COV distintos del metano en España durante el 
año 2012 (PRTR-España 2012). 
El principal impacto ambiental de estos compuestos se produce cuando se 
mezclan con otros contaminantes atmosféricos, como los óxidos de nitrógeno (NOX), 
y reaccionan con la luz solar, formando ozono troposférico que contribuye al 
problema del esmog fotoquímico. En cuanto a sus consecuencias sobre la salud 
humana, los efectos de los COV dependen de la naturaleza de cada compuesto y del 
nivel y del tiempo de exposición al mismo. En general, la exposición a corto plazo 
puede causar irritación de los ojos y de las vías respiratorias, dolor de cabeza, 
mareo, trastornos visuales, fatiga, pérdida de coordinación, reacciones alérgicas de 
la piel, náusea y trastornos de la memoria. La exposición a largo plazo puede causar 
lesiones del hígado, de los riñones y del sistema nervioso central e incluso cáncer 
(Kjaergaard y col., 1991).  
A consecuencia del aumento de las actividades industriales emisoras de COV 
por el uso de disolventes orgánicos y del avance en el conocimiento de los efectos 
nocivos que estos compuestos presentan sobre la salud humana y el medio 
ambiente, se ha establecido legislación europea específica que regula la emisión de 
estos contaminantes. En este contexto, el Consejo de la Unión Europea aprobó el 11 
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de marzo de 1999 la Directiva 1999/13/CE relativa a la limitación de las emisiones de 
COV debidas al uso de disolventes orgánicos en determinadas actividades e 
instalaciones. Esta directiva se transpuso al ordenamiento español mediante el Real 
Decreto 117/2003. El 21 de abril de 2004 se aprobó la Directiva 2004/42/CE relativa 
a la limitación de las emisiones de COV debidas al uso de disolventes orgánicos en 
determinadas pinturas y barnices y en los productos de renovación del acabado de 
vehículos, por la que se completa la Directiva 1999/13/CE. La transposición de esta 
directiva al derecho español se realizó mediante el Real Decreto 227/2006. 
Finalmente, se aprobó la Directiva 2010/75/UE, de 24 de noviembre, sobre las 
emisiones industriales (prevención y control integrados de la contaminación) con el 
objetivo de lograr un alto nivel de protección del medio ambiente y simplificar el 
marco jurídico existente en esta materia. La transposición de esta nueva Directiva, 
actualmente vigente, se llevó a cabo mediante la Ley 5/2013 y el Real Decreto 
815/2013. 
 
2.2. Tecnologías de tratamiento de emisiones gaseosas 
Las tecnologías disponibles para el tratamiento de emisiones gaseosas de 
COV se agrupan en dos tipologías, los sistemas físico-químicos y los sistemas 
biológicos. Tradicionalmente, los sistemas de tratamiento físico-químicos como la 
adsorción, la absorción, la condensación y la incineración han sido ampliamente 
utilizados. Sin embargo, en la actualidad, los sistemas de tratamiento biológicos 
como la biofiltración se han consolidado como alternativas competitivas, eficientes, 
económicas y respetuosas con el medio ambiente (Delhoménie y Heitz, 2005).  
La selección de la técnica óptima para una aplicación concreta depende de 
diversos factores, entre los que destacan la naturaleza del compuesto a degradar, la 
concentración de contaminante, el caudal de aire, los niveles de eliminación 
requeridos y el coste global del proceso de depuración. Existen recomendaciones 
para la selección de alternativas de tratamiento en función de la concentración de 
COV en la corriente gaseosa a depurar y del caudal de aire (Figura 2.2). Cada 
técnica posee un campo de aplicación definido por un intervalo óptimo de caudal y 
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de concentración de contaminante. En ocasiones se pueden solapar dos técnicas, en 
tal caso, la decisión dependerá de factores tanto económicos como técnicos.  
 
Figura 2.2. Intervalos de concentración y caudal para la selección de tecnologías de 
tratamiento de emisiones de COV. Adaptada de Shareefdeen y Singh (2005). 
 
2.2.1. Sistemas físico-químicos  
Los sistemas de tratamiento físico-químicos se han utilizado ampliamente para 
el tratamiento de emisiones gaseosas de COV. Dentro de estas tecnologías existen 
técnicas que permiten la recuperación de contaminantes como la condensación, la 
adsorción, la absorción y los procesos de separación por membranas, y técnicas de 
destrucción total o parcial del contaminante como la incineración térmica o catalítica 
(Ruddy y Carroll, 1993; Khan y Ghoshal, 2000).  
La condensación es un proceso que permite la recuperación de vapores de 
disolventes de una corriente de gas residual reduciendo su temperatura por debajo 
del punto de rocío (Dunn y El-Halwagi, 1994a y 1994b). Existen tres tipos de 
condensadores: convencionales, criogénicos y de refrigeración. Esta técnica se 
utiliza frecuentemente cuando el contaminante puede ser reutilizado en el proceso, 
evitando así el coste de materiales nuevos. Se trata de una tecnología que permite 
altas eficacias de recuperación y está indicada para la depuración de corrientes 
gaseosas con elevada concentración de COV (5000 ppmv).  
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La adsorción consiste en la retención de las moléculas de gas sobre una 
superficie sólida llamada adsorbente que presenta mayor afinidad por determinados 
compuestos, eliminándolos así de la corriente de aire. Cuando el adsorbente alcanza 
la capacidad máxima de retención de contaminantes se necesita su regeneración 
(Ruthven, 1984), por ello, se suelen instalar dos líneas de adsorción en paralelo para 
mantener siempre una de ellas en estado operativo mientras la otra línea se 
encuentra en proceso de regeneración. El carbón activado es uno de los 
adsorbentes más empleados debido a su elevada área específica (Foster y col., 
1992; Das y col., 2004; Yi y col., 2009). También gel de sílice, zeolita, alúmina y 
polímeros pueden ser utilizados como adsorbentes (Takeuchi y col., 1995; Kosuge y 
col., 2007). Los tratamientos basados en este proceso se aplican a corrientes de aire 
que presentan una humedad inferior al 70% y concentraciones de COV 
comprendidas entre 20 y 2000 ppmv.  
La absorción es un proceso en el que se separan los contaminantes de la 
corriente gaseosa poniendo en contacto el aire contaminado con un disolvente 
líquido (agua, aminas, sosa cáustica, hidrocarburos con alto punto de ebullición). Los 
compuestos solubles se disuelven en la fase líquida depurándose así la corriente de 
aire (Geisthardt y col., 1989; Stockeley, 1994). El contacto gas-líquido se realiza en 
torres de relleno en las que se atomiza el líquido. En general esta técnica se 
aconseja para corrientes con alto contenido en humedad y concentraciones de COV 
comprendidas entre 500 y 5000 ppmv.  
La tecnología de separación por membranas utiliza una estructura basada en 
compuestos poliméricos semipermeables para separar los compuestos orgánicos del 
aire. La fuerza impulsora para el flujo de aire es el gradiente de presión a través de la 
membrana que se consigue con ayuda de un sistema de compresión (Paul y col., 
1988). Las membranas pueden ser laminares, tubulares, capilares o de fibras huecas 
y también pueden disponerse en módulos. Los módulos capilares y de fibras huecas 
presentan altos coeficientes globales de transferencia de materia debido a su 
elevada área superficial. Esta técnica presenta elevadas eficacias de recuperación y 
se suele aplicar al tratamiento de efluentes con concentraciones variables de COV 
entre 1000 y 10000 ppmv (Majumdar y col., 2001; Everaert y col., 2003).  
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La incineración térmica es un proceso de oxidación de los compuestos 
combustibles para situaciones de alta carga de contaminantes. La corriente gaseosa 
se calienta a una temperatura comprendida entre 200 y 400 ºC por encima de su 
punto de inflamación y se mezcla en un horno con aire u oxígeno hasta la completa 
combustión manteniendo temperaturas elevadas comprendidas entre 700 y 1100 ºC 
(O’Reilly, 1997 y 1998). Esta técnica presenta elevadas eficacias, pero es necesario 
aportar un combustible adicional si las concentraciones de contaminantes en el aire a 
depurar están por debajo del punto de autoignición y en cualquier caso, para la 
puesta en marcha y para mantener la estabilidad de la llama. En los casos de 
combustión incompleta se pueden producir emisiones de CO y NOx, además en el 
caso de compuestos clorados existe riesgo de formación de dioxinas. Los 
incineradores recuperativos y regenerativos mejoran la eficiencia energética 
recuperando parte de la energía calorífica de la corriente de gas de salida. Los 
incineradores recuperativos utilizan intercambiadores de calor y están indicados para 
tratar emisiones gaseosas con una concentración de COV inferior a 2000 ppmv. Los 
incineradores regenerativos utilizan intercambiadores de calor de contacto directo 
construidos de material cerámico que puede alcanzar temperaturas elevadas. Los 
incineradores regenerativos se recomiendan para corrientes de aire con 
concentraciones de COV inferiores a 1000 ppmv (EPA, 2002). 
Los sistemas de incineración catalítica oxidan directamente los COV de forma 
similar a los sistemas de incineración térmica. La principal diferencia es que en la 
incineración catalítica se opera a temperaturas inferiores (500-700 ºC) debido a la 
utilización de catalizadores que reducen las necesidades térmicas (Spivey, 1987). 
Las eficacias de eliminación son ligeramente menores que en el caso de la 
incineración térmica, pero los requisitos de combustible auxiliar son inferiores. Las 
emisiones de CO se reducen aunque existe el riesgo de producción de dioxinas. Uno 
de los principales costes de este tipo de tecnología es la sustitución del catalizador 
que presenta una vida útil de entre 3 y 5 años (Everaert y Baeyens, 2004). 
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2.2.2. Sistemas biológicos 
El tratamiento de aire contaminado con COV mediante procesos biológicos 
resulta una alternativa eficaz y versátil que se basa en la capacidad de ciertos 
microorganismos de transformar los contaminantes orgánicos e inorgánicos del aire 
en compuestos menos tóxicos y menos olorosos. El proceso de eliminación de los 
contaminantes del aire en sistemas biológicos está compuesto de varias etapas tal y 
como se esquematiza en la Figura 2.3. En primer lugar, el contaminante y el oxígeno 
se deben transferir desde el aire a la fase acuosa para, posteriormente, difundirse 
desde ésta a la biopelícula donde se produce la biodegradación de los COV. La 
biopelícula consiste en una asociación compleja de microorganismos que se 
encuentran embebidos sobre la matriz extracelular polimérica, resultado de la 
segregación por parte de los microorganismos de estructuras adhesivas 
polisacáridas. Las biopelículas presentan características como heterogeneidad, 
diversidad de microambientes y capacidad de comunicación intercelular que los 
convierte en consorcios microbianos complejos con elevada resistencia (Characklis y 
Marshall, 1990). Los microorganismos degradan los contaminantes presentes en la 
corriente gaseosa utilizándolos como fuente de energía y de sustrato, en presencia 
de oxígeno y nutrientes, transformándolos en energía, biomasa y subproductos 
orgánicos e inorgánicos principalmente agua y CO2 (Deshusses y col., 1995). 
 
Figura 2.3. Eliminación biológica de COV. 
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En el caso de biorreactores empleados para la eliminación de COV de 
emisiones gaseosas se ha detectado una gran diversidad de microorganismos, lo 
que depende de factores tales como el tipo de inóculo, el contaminante a degradar, 
las condiciones de operación (flujo de aire y concentración de contaminantes), los 
nutrientes, el pH, la temperatura, la humedad o el oxígeno (Shareefdeen y Singh, 
2005). Las comunidades microbianas están compuestas tanto por microorganismos 
degradadores primarios que utilizan como fuente de carbono los COV presentes en 
la corriente gaseosa, como por otros microorganismos que consumen productos 
derivados de la lisis celular o sustancias poliméricas extracelulares que forman parte 
de la biopelícula (Stoffels y col., 1998). Esta coexistencia de microorganismos 
produce una alta diversidad que parece necesaria para la formación del consorcio 
bacteriano responsable de la degradación de COV del aire. En este sentido, se han 
identificado principalmente bacterias heterótrofas aunque también se han detectado 
otros microorganismos como actinomicetos, hongos, levaduras, algas y protozoos 
(Singh y col., 2005). Los grupos filogenéticos de bacterias identificados con mayor 
asiduidad son: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
Firmicutes y Actinobacteria. Especialmente destacan géneros como Pseudomonas, 
Bacillus, Sphingomonas, Rhodococcus, Xanthobacter o Clostridium (Ottengraf, 1986; 
Friedrich y col., 2003; Kristiansen y col., 2011). También es importante resaltar el 
papel de los hongos ya que se ha determinado la capacidad de algunos de ellos para 
degradar compuestos orgánicos como es el caso de los siguientes géneros: 
Paecilomyces, Aspergillus, Cladosporium o Exophiala (García-Peña y col., 2001; 
Spigno y col., 2003; Moe y col., 2004). 
Aunque la base de todos los procesos biológicos es la misma, éstos se 
pueden implementar mediante diferentes configuraciones de biorreactor, siempre 
intentando maximizar la transferencia de los contaminantes hacia la fase acuosa y 
proporcionar condiciones adecuadas para el crecimiento de los microorganismos. 
Las diferentes técnicas de biotratamiento de emisiones gaseosas se diferencian en el 
método de retención de la biomasa en el reactor y en las condiciones de flujo de la 
fase líquida. Los principales biorreactores utilizados para el tratamiento de emisiones 
gaseosas contaminadas con COV son biofiltros, biofiltros percoladores y 
biolavadores. Además, existen otros sistemas tales como biorreactores de 
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membrana, sistemas multifásicos o reactores de tiro o corriente de aire (reactores 
airlift), entre otros. 
Los biofiltros son reactores en los que la corriente de gas contaminada se 
hace pasar a través de un relleno orgánico (suelo, compost, turba, etc.) sobre el que 
crecen los microorganismos responsables de la degradación de los contaminantes 
(Ottengraf, 1987). En la Figura 2.4a se estable una representación esquemática de 
un biofiltro. En estos sistemas es necesario una pre-humidificación del aire de 
entrada y la adición de nutrientes requeridos para el metabolismo microbiano. Se 
trata de una biotecnología efectiva y económica que se suele aplicar al tratamiento 
de emisiones de media-baja carga de contaminantes (Leson y Winer, 1991). Un 
problema en la operación de este tipo de biorreactor está asociado con el control de 
la humedad del material de relleno.  
Los biofiltros percoladores se consideran una modificación de los biofiltros 
(Figura 2.4b). Las principales diferencias se encuentran en el material de relleno, en 
este caso suelen emplearse materiales inertes, y en la utilización de una fase líquida 
(solución de recirculación) que se introduce periódicamente en el biorreactor 
permitiendo mayor control de parámetros de operación tales como el pH y los 
nutrientes (Cox y Deshusses, 2001). Algunos de los materiales de relleno utilizados 
en los biofiltros percoladores son: espuma de poliuretano, perlita, material cerámico o 
anillos de polipropileno (Kennes y Veiga, 2002). Uno de los problemas que se puede 
producir en estos sistemas después de un tiempo prolongado de operación es el 
aumento de las pérdidas de presión por el crecimiento excesivo de la biomasa 
(clogging).  
Los biolavadores son biorreactores en los que la biomasa se encuentra 
suspendida en una fase acuosa móvil. En estos sistemas, el gas es transferido a la 
fase acuosa en una torre de absorción que puede contener un soporte inerte (Figura 
2.4c). El agua con el contaminante disuelto se trata posteriormente en un biorreactor 
de fangos activados (Edwards y Nirmalakhandan, 1996). Los biolavadores permiten 
el control de las condiciones de operación ya que se pueden agregar nutrientes y 
soluciones amortiguadoras de pH, además el líquido puede regenerarse para 
descargar subproductos indeseables. Sin embargo, debido a que su área de 
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intercambio gas/líquido es baja, este reactor está restringido a compuestos altamente 
solubles. Además, se genera un exceso de fango y se necesita un suministro extra 
de aire para mejorar la eficacia de eliminación (Granstöm y col., 2002).  
Figura 2.4. Representación esquemática de biorreactores: a) Biofiltro, b) Biofiltro percolador, 
c) Biolavador. 
Los biorreactores de membrana consisten en el paso del aire contaminado a 
través de membranas hidrofóbicas transfiriéndose los contaminantes a la biopelícula. 
Las membranas sirven como soporte para la población microbiana y proporcionan 
elevada área superficial y transferencia de oxígeno (Parvatiyar y col., 1996). Existe 
una variedad de membranas fabricadas a partir de diferentes materiales como el 
teflón, el látex, el polipropileno o la poliacrilamida. Además, se pueden encontrar 
diferentes configuraciones como las membranas laminares, capilares, tubulares o en 
espiral (Kumar y col., 2008). Estos sistemas han sido probados con bajas 
concentraciones de contaminantes debido a que en el caso contrario se han 
observado problemas de obturación de los poros de la membrana por un excesivo 
crecimiento de la biomasa (Attaway y col., 2002).  
Los sistemas multifásicos, también conocidos como biorreactores de partición 
de dos fases, son reactores empleados para la eliminación de COV hidrofóbicos. 
Estos biorreactores se basan en la adición de una fase no acuosa conocida como 
NAP (non-aqueous phase), ya sea un disolvente líquido o un polímero sólido 
(Daugulis, 1997). La adición de esta fase se lleva a cabo principalmente para 
favorecer la llegada de los contaminantes a la comunidad microbiana responsable de 
la degradación (Cesario, 1997). Algunos NAP que se han utilizado son: alcanos, 
perfluorocarbonos, aceites de silicona y polímeros sólidos. Esta biotecnología 
favorece la transferencia de contaminantes hacia la biopelícula, especialmente en el 
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caso de COV hidrofóbicos tales como tolueno, hexano o α-pineno (Arriaga y col., 
2006; Muñoz y col., 2012).  
Los reactores de tiro o corriente de aire (reactores airlift) se caracterizan por 
poseer la biomasa dispersa y adherida a un soporte que también se encuentra 
disperso en un medio líquido (Zuber y col., 1997). En la Figura 2.5 se establece una 
representación esquemática de este tipo de reactor. Estos biorreactores presentan 
dos zonas: una de aireación de flujo ascendente y una zona descendente o sin 
aireación. La inyección de aire contaminado en la zona de aireación mediante tubos 
de aspiración produce una diferencia de densidades que induce a la circulación del 
líquido a velocidades elevadas. Una tercera zona se encuentra en la parte superior 
del biorreactor cuyo objetivo es lograr la separación de las fases y la salida del 
efluente gaseoso. Este proceso de tratamiento requiere de un suministro constante 
de aire al sistema y puede presentar elevadas pérdidas de presión (Wen y col., 2005; 
Littlejohns y Daugulis, 2009). 
 
Figura 2.5. Representación esquemática de un reactor de tiro o corriente de aire (reactor 
airlift). 
 
Las biotecnologías de biofiltro y de biofiltro percolador se describen con mayor 
detalle en los apartados siguientes al tratarse de los biorreactores estudiados a lo 
largo del desarrollo experimental de la presente tesis doctoral. Los principales 
parámetros que se utilizan para definir la eficacia del proceso de biofiltración son los 
siguientes: 
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Tiempo de residencia a volumen vacío (TRVV), Empty bed residence time 
(EBRT), 
𝑇𝑅𝑉𝑉 =
𝑉𝑅
𝑄
  
 
Carga másica volumétrica de contaminante (CV), Inlet load (IL), 
𝐶𝑉 =
𝑄 ∗ 𝐶𝑒
𝑉𝑅
  
 
Eficacia de eliminación (EE), Removal efficiency (RE), 
𝐸𝐸 =
(𝐶𝑒−𝐶𝑠)
𝐶𝑒
∙ 100    
 
Capacidad de eliminación (CE), Elimination capacity (EC), 
𝐶𝐸 =
𝑄 ∗ (𝐶𝑒−𝐶𝑠)
𝑉𝑅
   
Donde, Q es el caudal de aire (m3 h-1), VR es el volumen del material de relleno 
(m3) y Ce and Cs son la concentración de contaminante en el gas de entrada y de 
salida respectivamente (g m-3). 
 
2.3. Biofiltros 
Los biofiltros son biorreactores en los que una corriente de aire contaminado 
se hace pasar a través de un lecho de relleno orgánico poroso como puede ser el 
compost, la turba o el suelo. Sobre este relleno se desarrollan los microorganismos 
responsables de la degradación de los contaminantes de la fase gaseosa formando 
una biopelícula. Por tanto, el material de relleno ha de favorecer el contacto de los 
microorganismos con la fase gas para que exista una adecuada transferencia de los 
contaminantes y del oxígeno. Las características más importantes que deben poseer 
los materiales de relleno son (Shareefdeen y Singh, 2005): 
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- Elevada área superficial y porosidad para favorecer la absorción de 
contaminantes en la biopelícula, la distribución del gas y para evitar elevadas 
pérdidas de presión. 
- Adecuada capacidad de retención de humedad. 
- Capacidad de amortiguación del pH. 
- Contenido elevado de nutrientes. 
- Presencia de una abundante y diversa microflora.  
- Estabilidad a largo plazo para evitar la degradación del material. 
- Baja densidad para facilitar la construcción y reducir costes. 
La utilización de un material de relleno orgánico en los biofiltros implica la 
existencia inherente de microorganismos de modo que no es necesaria una etapa de 
inoculación, aunque ésta suele llevarse a cabo para mejorar la puesta en marcha y el 
funcionamiento de los biorreactores (Leson y Winer, 1991). Previamente a la entrada 
del aire contaminado en el biorreactor la corriente gaseosa se debe humidificar para 
garantizar un contenido mínimo de humedad en el lecho entre el 30 y el 60% 
(Ottengraff, 1986). Puntualmente se realiza un riego del sistema en el que se aporta 
agua y nutrientes para favorecer la actividad microbiológica, ya que junto con el 
carbono y el oxígeno presentes en la corriente gaseosa a depurar, los 
microorganismos necesitan otros nutrientes como el nitrógeno, fósforo, potasio, 
azufre, oligoelementos (Fe, Mg etc.) y vitaminas. Además, se suele utilizar una 
solución de riego tamponada para mantener el pH del proceso en un intervalo 
adecuado para el metabolismo microbiano (5 - 9). La optimización del riego en los 
biofiltros es uno de los factores más importantes en la operación de estos sistemas, 
debido a que un déficit de humedad puede provocar el secado del material de relleno 
afectando al metabolismo microbiano y reduciendo la eficacia de eliminación. Por el 
contrario, un aporte excesivo de agua al sistema puede conducir a la compactación 
del material de relleno conllevando la aparición de zonas anaerobias, altas pérdidas 
de presión y reducción de la eliminación del contaminante. Otros parámetros 
importantes a tener en cuenta en la biofiltración son la pérdida de presión del 
sistema, la temperatura y la concentración de oxígeno. La pérdida de presión del 
sistema está relacionada con el tipo de material de relleno, la velocidad del gas, la 
concentración de biomasa en el reactor y el contenido de humedad del lecho (Yang y 
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Allen, 1994; Morgan-Sagastume y col., 2001). Este parámetro está ligado a los 
costes de operación, de modo que a mayor pérdida de presión las necesidades 
energéticas se incrementan. Por otra parte, la actividad microbiana está relacionada 
directamente con la temperatura, por lo que un cambio en este parámetro afecta al 
funcionamiento del proceso. Las especies microbianas que predominan en los 
sistemas de biofiltración suelen ser mesófilas por lo que el rango de temperatura 
suele estar comprendido entre 15 y 40 ºC (Bohn, 1992). Además los 
microorganismos involucrados en los procesos biológicos son principalmente 
aerobios, de modo que es necesaria una concentración de oxígeno suficiente para el 
correcto funcionamiento de estos procesos. El oxígeno se obtiene de la corriente de 
aire a depurar pero en ocasiones se detectan limitaciones de oxígeno atribuidas 
principalmente a elevadas cargas de contaminante, el elevado crecimiento de 
biomasa o la aparición de zonas anaerobias por un elevado contenido de humedad. 
La utilización de biofiltros para la depuración de emisiones gaseosas de COV 
se ha descrito ampliamente en la bibliografía. Las primeras aplicaciones consistieron 
en biofiltros abiertos utilizando suelo como material de relleno y cuya función era la 
eliminación de olores de estaciones depuradoras de aguas residuales (Pomeroy, 
1957; Carlson y col., 1966). En el periodo comprendido entre 1960 y 1990 el interés 
hacia estas técnicas aumentó y se establecieron las primeras aplicaciones 
industriales (Ottengraf, 1986). Además, surgieron biofiltros de diseño cerrado 
mejorando así la operación y la eficacia de estos sistemas que se aplicaron tanto 
para el control de olores como para el tratamiento de emisiones gaseosas de COV 
(Van Langenhove y col., 1986). Actualmente existen numerosos estudios de 
laboratorio sobre la aplicación de biofiltros para la eliminación de COV, analizando 
una amplia variedad de condiciones experimentales, materiales de relleno y 
utilizando contaminantes de muy diversa naturaleza. Se han alcanzado eficacias de 
eliminación elevadas demostrando la efectividad de esta biotecnología. La Tabla 2.1 
presenta ejemplos de ello. Se han incluido estudios sobre eliminación de los 
compuestos en los que esta tesis doctoral se ha centrado o sobre compuestos de 
naturaleza química similar.  
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Tabla 2.1. Ejemplos de aplicación de biofiltros para la eliminación de COV de emisiones gaseosas. 
COV Material de 
relleno 
Inóculo CV,        
g m-3 h-1 
TRVV,   
s 
EE,       
% 
CEmax   
g m-3 h-1 
Referencia 
Estireno  Turba Fango activado 2-50 81 70-98 30 Arnold y col., 1997 
Estireno Perlita  No inoculado 25-550 6.5-26 >90 140 Paca y col., 2001 
Estireno Cerámica Pseudomonas putida <120 17 75 90 Okamoto y col., 2003 
Estireno  Turba, cerámica Pseudomonas sp. 1-200 - 60-100 170 Jang y col., 2004 
Estireno Perlita Rhodococcus sp. 0-400 120 74-94 279 Jung y col., 2005 
Estireno Compost Fango activado <12-60 30-120 43-99 45 Dehghanzadeh y col., 2005 
Tolueno Compost Fango activado 3-278 25-147 40-95 128 Rene y col., 2005 
Tolueno Turba Fango activado 65-195 30-90 30-80 360 Álvarez-Hornos y col., 2008 
Tolueno, xileno Turba Cultivo mixto 25-300 78-102 20-90 115 Jorio y col., 1998 
Clorobenceno Compost No inoculado 20-210 20-120 20-100 70 Delhmonénie y Heitz, 2003 
TEX Turba  Fango activado 0-120* 82-330 60-100 118* Gabaldón y col., 2006 
BTEX Maíz Bacillus sphaericus 23-63 69-184 60-96 61 Rahul y col., 2013 
Isopropanol 
Compost, 
carbón 
Fango activado 342 94 40-100 276 Krailas y col., 2004 
MTBE Compost No inoculado 20-650 15-60 90-100 - Moussavi y col., 2009 
Acetato de etilo Turba  Fango activado 65-190 22-90 30-100 400 Álvarez-Hornos y col., 2007 
Acetato de etilo Cáscaras nuez Pseudomonas putida 0-700 60-75 80-100 421 Zare y col., 2012 
Mezcla COV Turba y carbón Fango activado 110 36 50-100 110 Aizpuru y col., 2003 
Mezcla COV Poliuretano Cladosporium sp. 7-60 15-120 - 92 Qi y col., 2005 
Mezcla COV Poliuretano Cultivo enriquecido 80 59 20-100 80 Moe y col., 2005 
CV: carga másica volumétrica de contaminante; TRVV: tiempo de residencia a volumen vacío; EE: eficacia de eliminación; CEmax: Capacidad de 
eliminación máxima; BTEX: benceno, tolueno, etilbenceno y xileno; TEX: tolueno, etilbenceno y xileno; MTBE: metil ter-butil éter; *g Cm
-3
h
-1
.
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Se han realizado estudios sobre la biofiltración de emisiones gaseosas con 
compuestos aromáticos como el estireno, contaminante mayoritario de las emisiones 
de la industria del procesamiento y de la síntesis de polímeros. La biofiltración de 
este contaminante ha sido objeto de estudio de la presente tesis doctoral (capítulo 6). 
En la Tabla 2.1 se resumen varios trabajos sobre la biofiltración de estireno bajo un 
amplio intervalo de condiciones, con CV comprendidas entre 0 y 550 g m-3 h-1 y 
TRVV comprendidos entre 6 y 120 s. A modo de ejemplo, Arnold y col. (1997) 
operaron un biofiltro de turba evaluando la influencia de la temperatura (12-34 ºC) 
sobre la eliminación de estireno. La mayor CE de 30 g m-3 h-1 se alcanzó a una 
temperatura de 23 ºC con una concentración de entrada de contaminante de 0.45 g 
m-3 y una EE del 92%. Paca y col. (2001) estudiaron la eliminación de estireno en un 
biofiltro de perlita para CV comprendidas entre 25 y 550 g m-3 h-1 y TRVV 
comprendidos entre 6 y 26 s obteniendo una CE máxima de 140 g m-3 h-1 con una EE 
del 90%. Jung y col. (2005) determinaron una CE de estireno de 279 g m-3 h-1 para 
una CV de 345 g m-3 h-1 y un TRVV de 120 segundos mediante un biofiltro de perlita. 
También se han estudiado otros compuestos aromáticos, tales como tolueno o 
xileno, que son sustancias utilizadas como disolventes en numerosas aplicaciones 
industriales y además son constituyentes de combustibles. Rene y col. (2005) 
analizaron el tratamiento de tolueno mediante un biofiltro de turba en el que se 
alcanzaron EE superiores al 90% para un TRVV de 147 s y concentraciones de 
entrada de contaminante inferiores a 0.5 g m-3. La CE máxima fue de 128 g m-3 h-1 
para una CV de 263 g m-3 h-1. Álvarez-Hornos y col. (2008) estudiaron la biofiltración 
de tolueno en dos biofiltros de turba rubia alcanzando EE del 80% para un TRVV de 
57 s y una CV de 116 g m-3 h-1. La CE máxima fue de 360 g m-3 h-1 para una CV de 
745 g m-3 h-1. Este material orgánico ha sido uno de los seleccionados durante la 
experimentación que se presenta en este trabajo de tesis doctoral. Jorio y col. (1998) 
operaron un biofiltro de turba a escala de planta piloto durante 8 meses para estudiar 
la eliminación de una mezcla de tolueno y xileno. La CE máxima para el tolueno fue 
de 165 g m-3 h-1 (CV: 230 g m-3 h-1; TRVV: 75 s), mientras que para el xileno se 
alcanzó una CE máxima de 66 g m-3 h-1 (CV: 200 g m-3 h-1; TRVV: 102 s). También se 
ha evaluado la eliminación de compuestos que presentan una elevada dificultad de 
biodegradación. Así, por ejemplo, Delhoménie y Heitz (2003) analizaron el 
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tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas con clorobenceno mediante un 
biofiltro de compost, evaluando la influencia de tres parámetros: TRVV (20-120 s), 
CV (20-210 g m-3 h-1) y adición de nutrientes (0 - 0.7 g N h-1). En este estudio se 
obtuvo una CE máxima de 70 g m-3 h-1 trabajando a CV de 80 g m-3 h-1 y TRVV de 60 
s. La dosis de nitrógeno más adecuada se estableció en valores comprendidos entre 
0.3 y 0.4 g N h-1.  
Por otra parte, se ha evaluado el tratamiento de emisiones contaminadas con 
compuestos oxigenados, que suelen presentar mayor facilidad de degradación y en 
general son más solubles en agua que los compuestos aromáticos. Estas sustancias 
son ampliamente utilizadas en la industria como es el caso del isopropanol, 
contaminante habitual en las emisiones procedentes del sector flexográfico, o el 
acetato de etilo, compuesto habitual de las emisiones de las industrias de fabricación 
de pinturas y de tratamiento, limpieza y recubrimientos de superficies. Krailas y col. 
(2004) analizaron la depuración de emisiones contaminadas con isopropanol en un 
biofiltro donde se utilizó una mezcla de compost y carbón activado como material de 
relleno. En este trabajo se evaluó el incremento de la concentración de entrada del 
contaminante desde 1 a 8 g m-3 utilizando un caudal de aire constante de 3 L min-1 
(TRVV: 94 s). La CE máxima fue de 276 g m-3 h-1 para una CV de 342 g m-3 h-1. 
Álvarez-Hornos y col. (2007) analizaron la eliminación de acetato de etilo para CV 
entre 65 y 190 g m-3 h-1 y TRVV entre 22 y 90 s mediante un biofiltro de turba rubia. 
Se alcanzaron EE próximas al 100% para CV de 300 g m-3 h-1  y TRVV de 15 s. Zare 
y col. (2012) analizaron la eliminación de acetato de etilo variando la CV en valores 
comprendidos entre 0 y 700 g m-3 h-1 y el TRVV en valores comprendidos entre 60 y 
75 s mediante un biofiltro con cáscaras de nuez como material de relleno. La CE 
máxima fue de 421 g m-3 h-1 para CV comprendidas entre 500 y 700 g m-3 h-1. En el 
caso de otros disolventes, como el 2-butoxietanol, compuesto objeto de estudio en 
esta tesis doctoral, no se han encontrado estudios previos en la bibliografía. 
Asimismo, se ha analizado la biofiltración de emisiones gaseosas 
contaminadas con mezclas de COV. Gabaldón y col. (2006) estudiaron el tratamiento 
de emisiones gaseosas contaminadas con tolueno, etilbenceno y xileno (TEX) 
utilizando dos biofiltros de turba rubia. La CE máxima fue de 85 g C m-3 h-1 para una 
Capítulo 2 
Página 28 
CV de 118 g m-3 h-1. Rahul y col. (2013) analizaron la eliminación de una mezcla de 
benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) mediante un biofiltro con maíz como 
material de relleno. Se determinó una CE máxima de 60.9 g m-3 h-1 y una EE elevada 
del 96%. Aizpuru y col. (2003) investigaron el tratamiento de una mezcla con 11 
COV, incluyendo compuestos aromáticos, oxigenados y clorados mediante dos 
biofiltros, utilizando en cada uno de ellos un material de relleno diferente: turba y 
carbón activado. La CV de operación se fijó en un valor de 110 g m-3 h-1 y se 
obtuvieron EE globales del 90% y del 80% para el biofiltro de turba y el biofiltro de 
carbón activado, respectivamente. Moe y col. (2005) operaron dos biofiltros con 
poliuretano como material de relleno para el tratamiento de emisiones contaminadas 
con acetona, metil etil cetona, tolueno, etilbenceno y p-xileno. Las eficacias de 
eliminación fueron mayores al 99% para una CV de 80 g m-3 h-1. 
En el proceso de inoculación de los biofiltros se han empleado diversos tipos 
de cultivos microbianos. En la Tabla 2.1 a modo de ejemplo se presentan algunos 
trabajos en los que se estudia la eliminación de estireno utilizando diferentes tipos de 
inóculos tales como fango activado (Arnold y col., 1997; Dehganzadeh y col., 2005) o 
cultivos puros de especies como Pseudomonas sp. o Rhodococcus sp. (Okamoto, 
2003; Jang y col., 2004; Jung y col., 2005). En todos los estudios se alcanzaron EE 
elevadas. Se ha demostrado la capacidad de algunas especies bacterianas para 
eliminar ciertos contaminantes como es el caso de la especie Pseudomonas para 
degradar estireno, lo que ha conducido a los investigadores a utilizar esta especie en 
la inoculación de los biofiltros con el fin de obtener un mejor funcionamiento del 
proceso. Jang y col. (2004) reportaron EE de estireno elevadas con valores 
comprendidos entre 74 y 94% y una CE máxima de 170 g m-3 h-1 en un biofiltro 
inoculado con Pseudomonas sp. SR-5; de igual modo, Okamoto y col. (2003) 
determinaron una CE máxima de 90 g m-3 h-1 (CV: 120 g m-3 h-1) trabajando a un 
TRVV inferior a 17 segundos en un biofiltro inoculado con la especie Pseudomonas 
putida. Además, se han desarrollado estudios en los que se ha aprovechado los 
microorganismos existentes en el propio material de relleno y, por lo tanto, no se ha 
realizado una inoculación previa para la puesta en marcha de los biofiltros. Así, Paca 
y col. (2001) estudiaron el tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas con 
estireno en un biofiltro de perlita y obtuvieron una CE de 140 g m-3 h-1 (CV: 155 g m-3 
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h-1) o Moussavi y col. (2009) analizaron la biofiltración de metil ter-butil éter (MTBE) 
en condiciones termofílicas a 52 ºC en un biofiltro de compost obteniendo EE 
superiores al 90% incluso con una CV de 650 g m-3 h-1. También se pueden 
encontrar en la bibliografía estudios utilizando cultivos de hongos para la inoculación 
de biofiltros ya que son organismos con capacidad para degradar una amplia 
variedad de compuestos orgánicos, presentan un intervalo amplio de tolerancia al pH 
y pueden desarrollarse en ambientes con baja humedad. Por ejemplo Qi y col. (2005) 
estudiaron la eliminación de una mezcla de COV en un biofiltro relleno de poliuretano 
e inoculado con el hongo Cladosporium sphaerospermum, alcanzando una CE de 92 
g m-3 h-1 para una CV de 94 g m-3 h-1 y un TRVV de 15 s. 
 
2.4. Biofiltros percoladores 
Los biofiltros percoladores son biorreactores en los que se utiliza un material 
de relleno inerte y una fase líquida (solución de recirculación) que se recircula 
continuamente a través del material de relleno. El aire contaminado puede ser 
introducido en contracorriente o en el mismo sentido de recirculación de la fase 
líquida (Diks y Ottengraf, 1991a y 1991b). La solución de recirculación permite un 
mejor control de los parámetros de operación tales como el pH y la adición de 
nutrientes. Los biofiltros percoladores pueden diseñarse con mayores alturas que los 
biofiltros, por tanto requieren menor superficie para su construcción. Estos sistemas 
se recomiendan para el tratamiento de emisiones contaminadas con compuestos 
solubles en agua que presenten constantes de Henry inferiores a 0.1 (Kennes y 
Veiga, 2013). Algunos de los materiales de relleno empleados en los biofiltros 
percoladores son espuma de poliuretano, material plástico estructurado y anillos de 
polipropileno (Devinny y col., 1999). Las propiedades más importantes para la 
selección del material de relleno son las siguientes: bajo coste económico, elevada 
porosidad, elevada estabilidad química y estructural, bajo peso y elevada área 
específica para favorecer el desarrollo de la biopelícula (Shareefdeen y Singh, 2005). 
La utilización de un material de relleno inerte implica la necesidad de llevar a cabo 
una etapa previa de inoculación para la puesta en marcha de los biofiltros 
percoladores ya que no existen poblaciones microbianas inherentes.  
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De igual modo que en los biofiltros, los parámetros que afectan al 
funcionamiento del proceso son los siguientes: nutrientes, pH, temperatura, pérdida 
de carga, humedad y concentración de oxígeno. Los microorganismos necesitan 
nutrientes para su desarrollo, éstos se suministran en la solución de recirculación 
mediante un sistema de dosificación. El coeficiente másico carbono y nitrógeno (C:N) 
utilizado varía entre 13 y 70 (Kennes y Veiga, 2002). El intervalo óptimo de pH para 
el crecimiento microbiano suele estar comprendido entre 5 y 9. El pH puede 
controlarse durante la operación del biofiltro percolador utilizando una solución de 
nutrientes amortiguadora o adicionando una base o un ácido a la solución de 
recirculación. La temperatura recomendada en los sistemas de biofiltración suele 
estar comprendida entre 15 y 40 ºC. El crecimiento de la biomasa en el material de 
relleno disminuye la sección de paso de los fluidos y, por tanto, ocasiona resistencia 
a la circulación del agua y del gas. Tras largos periodos de operación de un biofiltro 
percolador puede aparecer acumulación de biomasa a causa de elevadas cargas de 
alimentación de contaminantes y elevadas concentraciones de nutrientes. Este 
fenómeno se conoce como clogging e implica un aumento de la pérdida de presión y 
de la aparición de zonas anaerobias, así como la formación de caminos 
preferenciales, traduciéndose todo ello en un mayor coste operacional y una pérdida 
de eficacia del proceso (Cox y Deshusses, 1999; Okkerse y col., 1999). El suministro 
de la solución de recirculación puede ser continuo o discontinuo. Se ha visto que la 
frecuencia en el suministro de la solución de recirculación afecta al funcionamiento 
del proceso en el caso de compuestos hidrofílicos (Sempere y col., 2008), ya que 
éstos se acumulan en la solución de recirculación y durante el riego se desorben 
produciendo picos de elevada concentración. Por ello, si se disminuye la frecuencia 
entre riegos se reduce la concentración media de contaminante en las emisiones de 
salida. Por otra parte, la velocidad superficial de la solución de recirculación puede 
afectar a la eliminación de contaminantes hidrofóbicos, ya que si la capa de líquido 
que atraviesa el reactor es demasiado grande se dificulta la transferencia de los 
contaminantes desde la fase gas (Cox y Deshusses, 2001). Por último, la 
concentración de oxígeno en las emisiones gaseosas, en general, es superior a la 
concentración de contaminante. No obstante, a causa de la baja solubilidad del 
oxígeno en el agua, el funcionamiento del biofiltro percolador puede verse afectado 
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por la limitación de la transferencia del oxígeno en la biopelícula (Kircher y col., 1992; 
Kim y Deshusses, 2008a y 2008b). La limitación de oxígeno ocurre cuando el 
contaminante se difunde en mayor medida que el oxígeno en la biopelícula, lo que 
normalmente se acentúa a mayor espesor del biofilm y con elevadas 
concentraciones de contaminantes hidrofílicos.  
El proceso de biofiltro percolador para la eliminación de COV de efluentes 
gaseosos ha sido descrito en la bibliografía desde la década de los 90 cuando se 
publicaron los primeros trabajos (Togna y Singh, 1994; Cox y Deshusses, 1998). Tal 
y como se observa en la Tabla 2.2, existen aplicaciones satisfactorias para la 
eliminación de COV de diferente naturaleza, utilizando diferentes materiales de 
relleno, inóculos y condiciones de operación. 
En el primer trabajo que se presenta en esta tesis doctoral (capítulo 5) se ha 
utilizado el proceso de biofiltro percolador para el tratamiento de isopropanol, 
compuesto oxigenado típico de las emisiones gaseosas del sector flexográfico. En 
este sentido, el grupo de investigación GI2AM en el que se ha desarrollado la 
presente tesis doctoral cuenta con diversos trabajos previos sobre la depuración de 
emisiones contaminadas con compuestos oxigenados. Sempere y col. (2008) 
analizaron la eliminación de etanol, acetato de etilo y metil etil cetona mediante el 
proceso de biofiltro percolador. En este estudio se seleccionaron condiciones de 
operación típicas del sector flexográfico donde habitualmente se emiten dichos 
compuestos. Para ello, estudiaron patrones de alimentación de contaminante 
discontinuo con concentraciones variables de COV, así como, diferentes patrones de 
riego. Las concentraciones de contaminante en las emisiones de salida fueron 
inferiores a 100 mg C m-3 para CV superiores a 100 g C m-3 h-1 y TRVV de 15 s. En 
otro de los trabajos se estudió el tratamiento de emisiones gaseosas con etanol y 
acetato de etilo en un biofiltro percolador (Sempere y col., 2009). La CE máxima fue 
de 48.5 g C m-3 h-1 (EE: 69%) para un TRVV de 40 s. En este experimento la 
instalación de un prefiltro de carbón activado supuso una mejora del funcionamiento 
del sistema ya que la CE máxima se incrementó hasta 60 g C m-3 h-1 (EE: 92%) para 
un TRVV de 40 s. Los protocolos de operación desarrollados en laboratorio junto con 
el estudio del proceso a nivel de planta piloto (Martínez-Soria y col., 2009) se 
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utilizaron para la aplicación de esta tecnología a escala industrial. Sempere y col. 
(2012) evaluaron el funcionamiento de un biofiltro percolador instalado como la 
solución final de depuración de las emisiones gaseosas de una industria del sector 
flexográfico donde los contaminantes principales fueron compuestos oxigenados 
(etanol, acetato de etilo, n-propanol, metoxipropanol y acetato de n-propilo). La CE 
máxima fue de 122 g C m-3 h-1 (EE: 89%) para una CV de 138 g C m-3 h-1. Esta 
aplicación representa uno de los pocos ejemplos en Europa en los que se utiliza el 
biofiltro percolador como tratamiento de depuración de emisiones gaseosas de 
compuestos orgánicos volátiles. 
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Tabla 2.2. Ejemplos de aplicación de biofiltros percoladores para la eliminación de COV de emisiones gaseosas 
COV Material de 
relleno 
Inóculo CV, 
g m-3 h-1 
TRVV, 
s 
EE,     
% 
CEmax 
g m-3 h-1 
Referencia 
Isopropanol y 
acetona 
Carbón Fango activado 12-159 20-90 82-100 130 Chang y Lu, 2003 
Acetona Plexiglas/fibra coco 
Pseudomonas sp. 
Acinetobacter sp. 
33-120 75-114 20-100 96 Pielech-Przybylska y col., 2006 
Etanol  Cilindros plexiglas Lixiviado de compost 25-130 66 10-90 46 Morotti y col., 2011 
Etanol, acetato 
de etilo y MEK 
Anillos PP Fango activado 25-140* 15-60 58-95 96* Sempere y col., 2008 
Etanol, acetato 
de etilo 
Anillos PP Cultivo mixto 50-90* 25-60 40-100 60* Sempere y col., 2009 
Estireno Espuma PU Brevibacillus sp. 7-312 20-120 29-100 125 Hwang y col., 2008 
Estireno Anillos PP Cultivo mixto 5-33 13-53 20-100 12 Novak y col., 2008 
Estireno Espuma PU Pseudomonas putida 0-420 10-70 90 220 Moon y col., 2010 
Estireno Anillos PP Fango activado 10-130 15-60 30-96 63 Sempere y col., 2011 
Tolueno Anillos PP Cultivo mixto  160 45 40-80 128 Cox y Deshusses, 2002 
Tolueno Cerámica Bacillus cereus 26-541 33-200 46-100 300 Li y col., 2008 
Xileno Anillos PP Cultivo mixto  20-116 35 20-78 30 Trejo-Aguilar y col., 2005 
Mezcla COV  Esferas PP P. oleovorans 280 14 89 250 Popov y col., 2004 
Mezcla COV Anillos PP Fango activado - 10-40 40-100 - Martínez-Soria y col., 2009 
Mezcla COV Anillos PP Fango activado 0-160* 26-36 50-100 122* Sempere y col., 2012 
Mezcla COV Anillos PP Fango activado 0-110* 20-100 35-95 - Lafita y col., 2012 
CV: carga másica volumétrica de contaminante; TRVV: tiempo de residencia a volumen vacío; EE: eficacia de eliminación; BTEX: benceno, tolueno, 
etilbenceno y xileno; MEK: metil etil cetona; PP: polipropileno; PU: poliuretano.
*g C m-3 h-1
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En la Tabla 2.2 se muestran otros trabajos sobre el tratamiento de emisiones 
gaseosas contaminadas con compuestos oxigenados. Chang y Lu (2003) emplearon 
un biofiltro percolador para el tratamiento de diferentes mezclas de isopropanol y 
acetona, alcanzando CE comprendidas entre 90 y 128 g m-3 h-1 para TRVV entre 20 y 
30 s y CV entre 106 y 160 g m-3 h-1. Pielech-Przybylska y col. (2006) investigaron la 
biodegradación de acetona determinando una CE máxima de 95.8 g m-3 h-1 para una 
CV de 97.1 g m-3 h-1 y un TRVV de 75 s. Morotti y col. (2011) operaron un biofiltro 
percolador para el tratamiento de emisiones de etanol alcanzando una CE de 46 g m-
3 h-1 para una concentración de entrada del contaminante de 1.1 g m-3 y un TRVV de 
66 s. Popov y col. (2004) operaron un biofiltro percolador en una industria del sector 
flexográfico donde las emisiones contenían la siguiente mezcla de compuestos 
oxigenados: etanol, metanol, n-propanol, isopropanol y acetato de etilo. En esta 
instalación se alcanzó una eficacia de eliminación media del 89% con una 
concentración media de carbono a la salida de 71 mg m-3. 
A pesar de que el estireno es un contaminante que presenta baja solubilidad 
en agua, se ha demostrado la efectividad del proceso de biofiltro percolador para la 
eliminación de este compuesto. El capítulo 6 de esta tesis doctoral incluye un trabajo 
sobre la biofiltración de emisiones gaseosas contaminadas con estireno. Además, la 
eliminación de este compuesto ha sido previamente analizada en el grupo de 
investigación donde esta tesis doctoral se ha desarrollado. En este sentido, Sempere 
y col. (2011) utilizaron dos biofiltros percoladores para el tratamiento de emisiones de 
estireno. A cada reactor se le suministró una solución de nutrientes con una fuente 
de nitrógeno diferente, en un caso basada en urea y en el otro en nitrato. Los 
resultados mostraron el mejor funcionamiento para el biorreactor al que se le 
adicionó la solución de nutrientes compuesta por urea obteniéndose la máxima CE 
de 57.6 g C m-3 h-1 (CV: 65 g C m-3 h-1; TRVV: 60 s), que fue un 54% superior a la CE 
máxima que se obtuvo utilizando el nitrato como fuente de nitrógeno. Además, en la 
Tabla 2.2 se pueden observar otros trabajos sobre la biofiltración de estireno bajo un 
amplio rango de condiciones con CV comprendidas entre 0 y 420 g m-3 h-1 y TRVV 
comprendidos entre 10 y 120 s. A modo de ejemplo, Novak y col. (2008) analizaron 
el efecto del TRVV sobre el funcionamiento de un biofiltro percolador para la 
eliminación de estireno. Para ello se disminuyó el TRVV desde 53 a 13 s 
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manteniendo la concentración de entrada de estireno en un valor constante de 100 
mg m-3. La CE máxima fue 11.3 g C m-3 h-1 para una CV de 18.6 g C m-3 h-1 y un 
TRVV alrededor de 19 s. También se han estudiado otros compuestos aromáticos 
como por ejemplo Cox y Deshusses (2002) que emplearon un biofiltro percolador con 
anillos de polipropileno como material de relleno para el estudio de la eliminación de 
tolueno llevando a cabo periodos de interrupción en la entrada de contaminante al 
sistema. La CE máxima que se obtuvo fue de 128 g m-3 h-1 trabajando a una CV de 
160 g m-3 h-1. Trejo-Aguilar (2005) emplearon un biofiltro percolador para el 
tratamiento de emisiones de xileno. En este trabajo se analizó el efecto que tienen 
las condiciones hidrodinámicas sobre el funcionamiento del biorreactor, evaluando la 
densidad de flujo (6 - 14 Kg m-2 s-1) y la porosidad del lecho (41 - 95%). La mayor CE 
de 30 g m-3 h-1 se alcanzó para una densidad de flujo de 14.1 Kg m-2 s-1 y una 
porosidad del lecho de 80%.  
Se han registrado casos satisfactorios de aplicaciones del proceso de biofiltro 
percolador para la eliminación de mezclas de COV de diversa naturaleza química. En 
este contexto, el grupo de investigación GI2AM tras la experiencia previa con 
emisiones contaminadas con compuestos oxigenados amplió el campo de aplicación 
industrial de la biotecnología de biofiltro percolador para el tratamiento de emisiones 
gaseosas industriales de menor biodegradabilidad. En primer lugar, se probaron a 
escala de planta piloto los protocolos operacionales desarrollados en laboratorio. 
Martínez-Soria y col. (2009) estudiaron un biofiltro percolador a escala piloto para la 
depuración de las emisiones gaseosas de una industria de fabricación de muebles. 
Las emisiones contenían compuestos de diversa naturaleza química según el foco 
de emisión. Algunos de estos contaminantes fueron: tolueno, etilbenceno, xileno, 
estireno, metoxipropanol, acetona, acetato de i-butilo y acetato de n-butilo. Se 
alcanzaron eficacias de eliminación superiores al 95% y las concentraciones de 
carbono en las emisiones de salida cumplieron los límites legales (< 110 mg C m-3). 
Finalmente, se implementó un biofiltro percolador como solución final de depuración 
en dicha empresa (Lafita y col., 2012). En el capítulo 9 de la presente tesis doctoral 
se han analizado muestras de biomasa procedentes de este biorreactor industrial a 
lo largo de un año de experimentación con la finalidad de dar respuesta a uno de los 
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objetivos de esta tesis doctoral: la caracterización y el seguimiento de las 
poblaciones bacterianas en reactores de varias escalas. 
Para finalizar la revisión bibliográfica efectuada en este apartado, se puede 
destacar el uso de diferentes tipos de inóculos para la puesta en marcha de los 
biorreactores tal y como se puede observar en la Tabla 2.2. Por ejemplo, Hwang y 
col. (2008) operaron un biofiltro percolador para el tratamiento de estireno utilizando 
como inóculo un cultivo puro de la cepa Brevibacillus sp. obteniendo una CE máxima 
de 125 g m-3 h-1 para una CV alrededor de 200 g m-3 h-1. Moon y col. (2010) 
analizaron la eliminación de este mismo contaminante empleando como inóculo un 
cultivo de la especie Pseudomonas putida. La CE máxima fue de 220 g m-3 h-1 para 
una CV de 288 g m-3 h-1. El estudio comparativo de la influencia que presentan 
diferentes tipos de inóculos sobre la eliminación de un compuesto se ha analizado en 
menor medida. Li y col. (2008) investigaron la eliminación de tolueno comparando el 
funcionamiento de dos biofiltros percoladores, cada uno de ellos inoculado con 
diferente cepa, Bacillus cereus S1 y Bacillus cereus S2. Los valores máximos de CE 
fueron 300.5 y 228.9 g m-3 h-1 para el biorreactor inoculado con la cepa S1 y S2, 
respectivamente, trabajando a un TRVV de 66.5 s. 
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El desarrollo de las técnicas de biología molecular ha supuesto el estudio de la 
diversidad de las comunidades microbianas desde un punto de vista diferente: el 
nivel genético. La taxonomía moderna tiende a agrupar a los microorganismos en 
función de la similitud entre sus genes, que a su vez es un reflejo de su proximidad 
evolutiva. En este sentido, se ha aceptado el uso de un sistema filogenético basado 
en la secuencia del ARNr, donde el grado de semejanza entre secuencias 
ribosómicas proporciona una estimación de las relaciones filogenéticas o evolutivas 
(Woese, 1987). El gen ARNr 16S se considera uno de los principales marcadores 
filogenéticos debido a que está presente en todos los microorganismos y que 
contiene regiones conservadas que sirven para establecer relaciones filogenéticas 
lejanas, así como regiones variables que permiten evaluar relaciones filogenéticas 
próximas, distinguiendo entre secuencias de distintas especies. Por tanto, los genes 
ARNr se consideran potentes marcadores moleculares ya que permiten la 
elaboración de árboles filogenéticos robustos, de modo que en función de la similitud 
de la secuencia de ARNr se clasifican los microorganismos en dominios y taxones 
(Woese y col., 1990). 
Así pues, a partir de marcadores moleculares se han desarrollado diferentes 
técnicas de análisis de las comunidades microbianas. Algunas de estas técnicas 
moleculares son: secuenciación de genes ribosomales, electroforesis en gel con 
gradiente desnaturalizante (DGGE), hibridación fluorescente in situ (FISH), 
polimorfismo de conformación de cadena sencilla (SSCP), análisis de restricción del 
ADN ribosomal amplificado (ARDRA), polimorfismo de longitud de los fragmentos de 
restricción terminales (T-RFLP), análisis de los espaciadores intergénicos 
ribosomales (RISA) o pirosecuenciación. 
 
3.1. Clonaje y secuenciación de los genes 16S ARNr 
Las técnicas de clonación y secuenciación del gen 16S ARNr son 
ampliamente utilizadas en el campo de la ecología microbiana (Giovannoni y col., 
1990). Esta metodología implica la extracción de ácidos nucleicos, la amplificación y 
la clonación de los genes de 16S ARNr, seguido de la secuenciación y, finalmente, la 
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identificación y la afiliación del clon aislado con la ayuda de un software filogenético. 
Mientras que los amplicones generados a partir de cultivos puros de bacterias 
podrían ser secuenciados directamente, en el caso de extractos de ADN genómico 
de las comunidades microbianas, el paso de la clonación resulta necesario con el fin 
de separar las diferentes secuencias de ADN.  
El procedimiento metodológico a seguir consiste en la extracción inicial de los 
ácidos nucleicos de la muestra, generalmente ADN, seguida de una amplificación de 
los fragmentos de los genes 16S ARNr gracias a la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). La PCR permite amplificar un fragmento de ADN de interés, es 
decir, obtener un gran número de copias de dicho fragmento por la acción de la 
enzima Taq Polimerasa. En la PCR, la doble hélice de ADN se desnaturaliza (fase de 
desnaturalización) y se pone en contacto con los llamados primers o cebadores (fase 
de hibridación). Los cebadores son una secuencia de nucleótidos complementaria a 
los extremos del fragmento de ADN que se pretende amplificar. Cuando se pretende 
amplificar el gen 16S ARNr prácticamente completo, se utilizan cebadores diseñados 
en base a secuencias conservadas próximas a los extremos 5’ y 3’ del gen, que 
originan amplicones de 1500 pares de bases aproximadamente. Sin embargo, una 
identificación precisa no siempre requiere la amplificación, y posterior secuenciación, 
del gen 16S ARNr completo, pudiéndose utilizar cebadores de menor tamaño. Estos 
cebadores son extendidos en la PCR por la polimerasa que usa como molde el ADN 
de cadena sencilla para crear una hebra de ADN complementaria (fase de 
extensión). Cada una de estas tres fases de la PCR (desnaturalización, hibridación y 
extensión) se define por un tiempo y una temperatura determinados y en su conjunto 
se denomina ciclo. La repetición sucesiva de estos ciclos permite el incremento 
exponencial del número de copias del fragmento de ADN de interés (Erlich y col., 
1991). 
Una vez completada la etapa de amplificación por PCR, se llevan a cabo las 
reacciones de secuenciación. La secuenciación de ADN se basa en determinar la 
estructura primaria del material genético, es decir, establecer el orden en el que los 
cuatro nucleótidos que constituyen el ADN (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) se 
encuentran en un fragmento dado. Los métodos actuales de secuenciación de ADN 
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son una variación del método clásico de Sanger (Sanger y Coulson, 1975), que 
requiere una hebra molde de ADN de cadena sencilla, un cebador de ADN, una ADN 
polimerasa con nucleótidos marcados radiactivamente o mediante fluorescencia y 
nucleótidos modificados (didesoxinucleótidos trifosfato, ddNTPs) que terminan la 
elongación de la cadena de ADN. La muestra de ADN se divide en cuatro reacciones 
de secuenciación separadas en las que se añade sólo uno de los cuatro 
didesoxinucleótidos (ddATP, ddGTP, ddCTP, o ddTTP). Estos didesoxinucleótidos 
terminan la elongación de la cadena al carecer de grupo 3'-OH que se necesita para 
la formación del enlace fosfodiéster entre dos nucleótidos durante la elongación de la 
cadena de ADN. La incorporación de un didesoxinucleótido en la cadena naciente de 
ADN termina su extensión, lo que produce varios fragmentos de ADN de longitud 
variable. Los fragmentos de ADN sintetizados y marcados de nuevo son 
desnaturalizados por calor y separados por tamaño mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida-urea. Cada una de las cuatro reacciones de síntesis se lleva a cabo en 
carriles individuales, uno para cada nucleótido (Carril A, T, G y C), y se visualizan las 
bandas de ADN mediante autoradiografía o luz ultravioleta. La secuencia de ADN se 
puede leer directamente a partir de la imagen del gel (Sanger y Coulson, 1978).  
La secuenciación automatizada se consigue con el marcaje de los fragmentos 
de ADN en el extremo 5' mediante un colorante. Se necesitan cuatro reacciones, 
pero los fragmentos de ADN marcados con colorantes se pueden leer utilizando un 
sistema óptico, lo que conlleva un análisis rápido, económico y automatizado. 
Después de la secuenciación del ADN, se comparan las secuencias obtenidas con 
las depositadas en las bases de datos. Actualmente existen distintas bases de datos 
como GenBank NCBI (National Center of Biotechnology Information) o EMBL 
(European Molecular Biology laboratory). 
El clonaje y secuenciación de los genes 16S ARNr proporciona información 
filogenética precisa de los miembros de comunidades microbianas complejas, por 
ello, estas técnicas se han aplicado en el campo de la biofiltración de efluentes 
gaseosos de COV a fin de caracterizar las comunidades microbianas desarrolladas 
en estos procesos. En este contexto, Arnold y col. (1997) utilizaron tres biofiltros de 
turba para el tratamiento de emisiones contaminadas con estireno. Entre las 
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especies identificadas en la biopelícula desarrollada sobre el material de rellleno de 
los sistemas, se identificaron siete cepas con capacidad para degradar estireno. 
Estas especies pertenecieron a los géneros Tsukamurella, Pseudomonas, 
Sphingomonas, Xanthomonas y un género no identificado del grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria. Juteau y col. (1999) analizaron la comunidad microbiana de 
un biofiltro de compost aplicado al tratamiento de tolueno, en el que se identificaron 
los géneros Acinetobacter, Azoarcus, Mycobacterium, Nevskia, Pseudomonas, 
Pseudonocardia y Rhodococcus de los cuales Pseudomonas y Rhodococcus fueron 
los más abundantes. Roy y col. (2003) estudiaron las comunidades bacterianas de 
tres biofiltros de compost para el tratamiento de emisiones contaminadas con 
tolueno. En este trabajo sólo se detectó una única especie con capacidad para 
eliminar el tolueno que se identificó como Pseudomonas putida. Amouric y col. 
(2006) analizaron la biofiltración de hexano en un biofiltro de vermiculita. Este biofiltro 
se inoculó con un cultivo bacteriano previamente adaptado a vapores de gasolina. 
Los resultados de la clonación y secuenciación indicaron que todas las cepas 
aisladas del inóculo pertenecieron a Proteobacteria (Alfaproteobacteria, 
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria) con dominancia del grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria que estuvo mayoritariamente constituido por la especie 
Pseudomonas. Los resultados obtenidos del análisis de muestras del biofiltro 
después de 27 días de operación indicaron que la comunidad bacteriana estaba 
compuesta principalmente por el grupo Gammproteobacteria. Además se 
identificaron los grupos bacterianos Betaproteobacteria, Alfaproteobacteria, 
Deltaproteobavteria, Epsilonproteobacteria, Cyanobacteria, Acidobacteria, 
Bacteroides y algunas especies de Actinobacteria. Mathur y col. (2007) emplearon un 
biofiltro para el tratamiento de la mezcla de benceno, tolueno, etilbenceno y o-xileno 
(BTEX). El material de relleno consistió en una mezcla de compost, caña de azúcar y 
carbón activado. Los autores aislaron una cepa con elevada capacidad para 
degradar la mezcla de contaminantes que se identificó como Bacillus sphaericus. 
Barcon y col. (2012) estudiaron la eliminación de metanol en dos biofiltros en los que 
se utilizó, en uno de ellos, un material de relleno orgánico de corteza de pino y, en el 
otro, un material de relleno sintético de anillos de PVC. En la primera fase de 
experimentación se operó el biofiltro con el material de relleno orgánico sin llevar a 
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cabo un control de pH lo que provocó una acidificación del sistema. Bajo estas 
circunstancias, las técnicas de clonación y secuenciación permitieron la identificación 
de los microorganismos predominantes que fueron las siguientes especies de 
hongos: Candida boidinii, Nectria mariannaeae, Scytalidium lignicola y Hydrocina 
chaetocladia. En la segunda fase de experimentación se operó el biofiltro percolador 
con anillos de PVC como material de relleno y, en este caso, se llevó a cabo el 
control de pH a condiciones neutras. Durante esta fase, se identificaron como 
predominantes los siguientes grupos de bacterias: Alfaproteobacteria, 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Deltaproteobacteria. Zehraoui y col. 
(2014) estudiaron el tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas con n-hexano 
mediante un biofiltro percolador evaluando si la introducción de metanol 
incrementaba la eliminación del contaminante. Los autores determinaron que las 
especies dominantes durante el tratamiento de la mezcla n-hexano y metanol fueron 
Methylobacterium aminovorans, Hyphomicrobium sp. y Mycobacterium sp. Sin 
embargo, cuando sólo se introducía n-hexano en el biorreactor la especie 
predominante fue Mycobacterium sp., mientras que la especie Hyphomicrobium sp. 
redujo significativamente su abundancia y la especie Methylobacterium aminovorans 
desapareció. 
 
3.2. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 
La técnica DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) es un tipo de 
electroforesis que permite la separación de fragmentos de ADN del mismo tamaño 
pero diferente secuencia de nucleótidos (Muyzer y col., 1993). Para ello, un gradiente 
lineal creciente de agentes químicos desnaturalizantes (una mezcla de urea y 
formamida) se incorpora a lo largo de un gel de poliacrilamida. Durante la 
electroforesis se mantiene una temperatura constante, normalmente de 60 ºC, y los 
fragmentos de ADN migran por el gel hasta encontrar una determinada 
concentración de urea y formamida (concentración desnaturalizante) en la que las 
cadenas de ADN se separan y el desplazamiento de las moléculas se interrumpe. 
Para asegurar que las moléculas se detengan en su punto de desnaturalización se 
necesita una cola poli-GC que se incorpora al extremo 5’ de uno de los cebadores. 
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Esta cola está formada por 40-60 guaninas (G) y citosinas (C) y proporciona a los 
fragmentos amplificados una elevada temperatura de desnaturalización que evita 
que las moléculas de ADN se desnaturalicen por completo para conseguir una 
resolución óptima en el gel.  
Las propiedades de desnaturalización de los fragmentos de ADN que se 
someten a análisis por DGGE se deben determinar previamente para optimizar el 
gradiente desnaturalizante y la duración de la electroforesis, de manera que los 
fragmentos se separen correctamente. El porcentaje de acrilamida del gel se suele 
ajustar en función de la longitud de los productos de PCR y dado que la técnica de 
DGGE es adecuada para fragmentos de ADN de hasta 500 pares de bases (Muyzer 
y Smalla, 1998) el porcentaje de acrilamida suele oscilar entre el 6% y el 10%. 
Existen variaciones de la técnica DGGE, como la TGGE (Temperature Gradient Gel 
Electrophoresis) que utiliza un gradiente lineal de temperatura a lo largo del gel de 
electroforesis en lugar de un agente químico desnaturalizante. Las moléculas con 
distinta secuencia se desnaturalizan a distintas temperaturas, y por tanto se detienen 
en su migración electroforética en distintas posiciones en el gel (Muyzer, 1999). 
La técnica DGGE es un método altamente sensible y relativamente 
reproducible, permite analizar simultáneamente numerosas muestras posibilitando la 
realización de estudios de diversidad microbiana. En este sentido, esta técnica 
permite comparar las comunidades microbianas presentes en muestras tomadas en 
diferentes puntos de muestreo o permite estudiar una misma comunidad a lo largo 
del tiempo o en presencia de diferentes condiciones ambientales u operacionales. 
Además una de las principales ventajas es la posibilidad de extracción de las bandas 
correspondientes a los fragmentos separados para su identificación mediante 
secuenciación. En contraposición, la técnica presenta algunas limitaciones pues la 
longitud de los fragmentos separados no suelen ser mayor de 500 pares de bases, 
limitando la resolución en la identificación de secuencias diferentes, de modo que es 
posible la co-migración de fragmentos de ADN, es decir, que dos secuencias 
diferentes de ADN compartan una misma posición en el gel. Esto puede provocar la 
subestimación de la diversidad microbiana presente en las muestras analizadas. 
Además, pueden presentarse bandas dobles provenientes de la formación de 
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moléculas heteroduplex durante la PCR, es decir, que un organismo esté 
representado por varias bandas, de manera que se dificulta la interpretación de los 
perfiles de DGGE ya que, en este caso, se puede sobreestimar la diversidad 
microbiana.  
La técnica DGGE ha sido utilizada en el campo de la ecología microbiana 
permitiendo evaluar la dinámica poblacional en ecosistemas tales como las 
biopelículas desarrolladas en los biorreactores para el tratamiento de emisiones de 
COV. En este sentido, Tresse y col. (2002) estudiaron la evolución temporal de las 
poblaciones microbianas en un biofiltro percolador en el que se evaluó la eliminación 
de estireno. Los patrones de bandas de la DGGE mostraron que el inóculo 
presentaba 6 bandas, mientras que después de 182 días de operación se 
observaron 17 bandas en las muestras tomadas del biorreactor. Sólo el 50% de las 
bandas del inóculo se mantuvieron a lo largo de la operación del biofiltro percolador. 
Además, se analizó la comunidad microbiana a diferentes alturas del lecho del 
biorreactor observándose uniformidad en los patrones de bandas obtenidos, 
fenómeno que los autores asociaron a la homogenización causada por los flujos de 
aire y de líquido que atraviesan el lecho. Una de las especies dominantes que se 
identificó a lo largo de los 182 días fue Rhodococci erythropolis, una bacteria Gram 
positiva perteneciente al grupo Actinobacteria. Cai y col. (2006) estudiaron el 
funcionamiento y la comunidad microbiana de un biofiltro percolador en el que se 
llevaron a cabo diferentes fases de experimentación, cada una de ellas con diferente 
composición de contaminantes. Los compuestos estudiados fueron metil etil cetona 
(MEK) en la primera fase (fase I), una mezcla de tolueno y metil isobutil cetona 
(MIBK) en la segunda fase (fase II), estireno en la tercera fase (fase III) y por último, 
de nuevo MEK en la cuarta fase (fase IV). Los patrones de bandas obtenidos con la 
técnica DGGE mostraron cambios en la comunidad microbiana. Particularmente, se 
apreció un cambio drástico en los patrones de bandas entre la fase I y II, ya que 
desaparecieron algunas de las bandas de la fase I y aparecieron múltiples bandas 
nuevas en la fase II. Babbit y col. (2009) estudiaron dos biofiltros de carbón activado 
para el tratamiento de metanol. Uno de los biofiltros se inoculó con un cultivo de 
bacterias degradadoras de metanol mientras que el otro biofiltro no se inoculó. La 
comunidad microbiana se analizó a lo largo del experimento mediante la técnica de 
Capítulo 3 
Página 54 
DGGE observándose un mayor número de bandas en el patrón correspondiente a 
las muestras del biofiltro que fue inoculado, lo que implicó una mayor diversidad 
microbiana. Por otra parte, se observó una comunidad bacteriana estable a lo largo 
de la operación que no se vio afectada por los cambios en la concentración de 
metanol en las emisiones a depurar. Las bandas con mayor intensidad se extrajeron 
para una posterior identificación mediante secuenciación, determinándose una 
elevada abundancia de especies con capacidad para degradar metanol 
pertenecientes al grupo Betaproteobacteria como es el caso del género 
Methylophilus y al grupo Alfaproteobacteria con géneros como Hyphomicrobium y 
Methylocella. Li y col. (2012) estudiaron la comunidad bacteriana desarrollada en un 
biofiltro percolador a escala industrial para la depuración de una mezcla de 
contaminantes constituida por MEK, estireno y tolueno. Los patrones de bandas de la 
técnica DGGE mostraron desde el día 38 de operación una composición de la 
comunidad microbiana diferente a la identificada en el inóculo. La comunidad 
bacteriana presentó una predominancia del filum Proteobacteria, particularmente 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Alfaproteobacteria. Los autores 
relacionaron la aparición de una cepa perteneciente al género Xanthomonadales 
(Gammaproteobacteria) a partir del día 68 con una recuperación de la eficacia de 
eliminación del sistema. Okunishi y col. (2012) utilizaron la técnica de DGGE para el 
estudio de la comunidad microbiana en un biofiltro para el tratamiento de emisiones 
de tolueno empleando como material de relleno polivinilo. Se observaron cambios en 
la composición de las poblaciones bacterianas a lo largo del periodo experimental 
asociados a la variación de condiciones de operación tales como la concentración de 
contaminante, la adición de nutrientes o las interrupciones en la alimentación de 
COV. Los patrones de la técnica DGGE mostraron una comunidad bacteriana 
diversa, identificándose especies como Burkholderia cepacia (Betaproteobacteria), 
Shingobacterium multivorum (Bacteroidetes) y Pseudomonas putida 
(Gammaproteobacteria). Sólo la especie Alicycliphilus denitrificans 
(Betaproteobacteria) se mantuvo a lo largo de todo el periodo experimental. 
Prenafeta-Boldú y col. (2012) analizaron la comunidad microbiana de tres biofiltros. 
En cada biofiltro se llevó a cabo la eliminación de uno de los siguientes 
contaminantes: tolueno, etilbenceno y p-xileno. Los tres biofiltros se rellenaron de un 
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fertilizante orgánico peletizado y se inocularon con un cultivo de bacterias 
degradadoras de tolueno. Las bandas dominantes observadas en el gel de la DGGE 
procedentes del inóculo, del material de relleno y de muestras de biomasa de los 
biofiltros después de 185 días de operación, se extrajeron y secuenciaron para su 
identificación. El inóculo resultó estar constituido por las siguientes especies: 
Burkholderia cepacea, Pandora pnomenusa, Xanthomonadales sp., y un hongo 
Acremonium kiliense. La comunidad microbiana identificada en el material de relleno 
fue altamente diversa, compuesta por bacterias y hongos como Cytophagales, 
Pseudoactinobacter sp., Actinomycetales (Ruania albidiflava y Aeromicrobium 
ginsengisoli), Streptomyces halotolerans, Rhodococcus coprophilus, Exophiala 
oligosperma, Aspergillus sydowii y Aspergillus versicolor. En las muestras 
procedentes de los biorreactores al final del experimento se identificaron especies 
provenientes del material de relleno como S. halotolerans o R. coprophilus y hongos 
como E. oligosperma y A. versicolor. Además, se detectaron comunidades 
microbianas similares en dos de los biofiltros, en concreto, en los biofiltros que 
trataron emisiones contaminadas de tolueno y etilbenceno, con géneros como 
Alcaligenes, Microbacterium y Streptomyces. Sin embargo, la comunidad microbiana 
del biofiltro alimentado con xileno fue diferente y más compleja, con géneros 
bacterianos como Sphingobacteriales y Thermoleophilales y especies de hongos 
como Cladophialophora saturnica. 
 
3.3. Hibridación fluorescente in situ (FISH) 
La técnica FISH (Fluorescense In Situ Hybridization) permite la detección de 
secuencias concretas de ácidos nucleicos mediante sondas de oligonucleótidos 
marcadas con fluorocromos. Las sondas hibridan de modo específico con la 
secuencia complementaria. El uso de sondas de oligonucleótidos para regiones 
específicas del gen 16S ARNr permite la identificación filogenética de los 
microorganismos dentro de una muestra ambiental (DeLong y col., 1989). La 
metodología para la aplicación de la técnica FISH requiere una serie de pasos 
(Amann y col., 1995). El primer paso necesario es la fijación de las bacterias. De esta 
forma se conserva su morfología y se favorece el acceso de las sondas. 
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Posteriormente se pone en contacto la muestra con una solución de hibridación 
donde está inmersa la sonda marcada con un fluorocromo. Esta solución contiene 
formamida para favorecer las condiciones de especifidad de la sonda. La formamida 
hace que disminuya la temperatura de unión de las sondas mediante el 
debilitamiento de los puentes de hidrógeno. El siguiente paso es la incubación de la 
muestra donde se produce la hibridación de la sonda con la secuencia 
complementaria. Posteriormente, se requiere la visualización de las células 
hibridadas. Para ello, se puede utilizar desde microscopia de epifluorescencia a 
microscopia láser confocal o citometría de flujo (Amman y col., 1990; Wagner y col., 
1994; Delong y col., 1999). Finalmente, se realiza una cuantificación relativa de la 
presencia de un grupo microbiano, género o especie en la muestra analizada. En 
este sentido, Jubany y col. (2009) crearon un método automático para la 
determinación de la fracción de biomasa hibridada frente al total de bacterias 
presentes.  
La técnica FISH permite visualizar, identificar y cuantificar diferentes 
microorganismos dentro de una muestra compleja, ya que se pueden utilizar sondas 
con dominios específicos para especies, géneros, familias y órdenes (Amann y col., 
1995 y 2001). En contraposición al potencial de esta técnica, su aplicación está 
limitada a la disponibilidad de las sondas para los microorganismos que se pretenden 
analizar ya que no siempre se encuentran en las bases de datos disponibles. Otra 
limitación de la técnica viene dada por la aparición de falsos negativos y falsos 
positivos que afectan a la cuantificación final, subestimando o sobreestimando los 
resultados.  
La técnica FISH ha sido utilizada para el estudio de las comunidades de 
microorganismos en diferentes bioprocesos y en concreto en el campo de la 
biofiltración de COV demostrando ser una metodología efectiva para llevar a cabo el 
seguimiento simultáneo de diferentes grupos de microorganismos en comunidades 
complejas como son las biopelículas. Por ejemplo, Stoffels y col. (1998) estudiaron la 
dinámica de la comunidad bacteriana mediante la técnica FISH en un biofiltro 
percolador a escala industrial para la degradación de una mezcla de compuestos 
aromáticos en emisiones gaseosas. Para la preparación del inóculo se utilizó fango 
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activado de una EDAR que presentó mayor proporción de los grupos bacterianos 
Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria. Este fango activado se aclimató a la mezcla 
de compuestos aromáticos durante 48 días. Después de este periodo, el reactor se 
inoculó con este cultivo que presentó una abundancia del grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria del 80% con Pseudomonas putida y Pseudomonas 
mendocina como especies representativas. Sin embargo, los resultados de la 
aplicación de la técnica FISH en muestras de biopelícula del biorreactor de los días 
127 y 227 de operación mostraron como la composición de la comunidad bacteriana 
fue diferente a la del inóculo aclimatado, ya que los grupos Alfaproteobacteria y 
Betaproteobacteria volvieron a ser dominantes frente a Gammaproteobacteria. 
Friedrich y col. (2003) investigaron la comunidad microbiana de un biofiltro a escala 
industrial que se operó utilizando como material de relleno una mezcla de raíces de 
árboles trituradas y compost. Los resultados mostraron una dinámica temporal de las 
poblaciones bacterianas a lo largo del periodo experimental con dominancia del 
grupo bacteriano Betaproteobacteria seguido de Actinobacteria, Alphaproteobacteria, 
Cytophaga-Flavobacteria, Firmicutes y Gammaproteobacteria. Hekmat y col. (2003) 
estudiaron la comunidad bacteriana mediante la técnica FISH en un biofiltro 
percolador alimentado con una mezcla de compuestos aromáticos. En primer lugar 
se analizó la comunidad bacteriana del inóculo en el que se detectaron 
mayoritariamente Actinobacterias, mientras que el filum Proteobacteria, representado 
en este estudio por Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria, 
se identificó con una abundancia inferior al 2%. El análisis de la comunidad 
microbiana en el biorreactor después de un tiempo prolongado de operación 
presentó una abundancia de Proteobacteria entre el 87 y el 92%, siendo 
Gammaproteobacteria el grupo bacteriano más abundante tanto en las muestras 
procedentes de la biopelícula como de la solución de recirculación. Además, se 
detectaron dos cepas con capacidad para degradar la mezcla de contaminantes que 
pertenecieron al género Pseudomonas. Kristiansen y col. (2011) analizaron la 
estructura de la comunidad bacteriana en un biofiltro a escala industrial para el 
tratamiento de amoníaco y una mezcla de COV. Los resultados indicaron el 
desarrollo de una comunidad bacteriana especializada con dominancia del grupo 
Betaproteobacteria (especialmente Comamonas), seguido de Bacteroidetes, 
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Actinobacteria, Gammaproteobacteria, y bacterias nitrificantes como Nitrosomonas o 
Nitrosococcus. 
La técnica FISH también se ha empleado para el estudio de la dinámica de las 
poblaciones bacterianas en otro tipo de aplicaciones asociadas a la depuración de 
emisiones gaseosas, como por ejemplo, en la desulfuración de gases mediante 
biofiltración (Chung, 2007; Maestre y col., 2010). 
 
3.4. Polimorfismo de conformación de cadena sencilla (SSCP) 
La técnica de SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism) se basa 
en la movilidad electroforética del ADN monocatenario en geles de acrilamida bajo 
condiciones no desnaturalizantes que depende de su estructura espacial 
tridimensional y está directamente relacionada con su secuencia (Lessa y 
Applebaum, 1993). El primer paso para la aplicación de la técnica SSCP consiste en 
una amplificación por PCR de la región de interés del gen que se pretende analizar. 
Después de la amplificación por PCR los fragmentos de ADN son desnaturalizados, 
y bajo unas condiciones concretas de concentración y de temperatura las cadenas 
simples de ADN adoptan una conformación tridimensional específica. La técnica 
SSCP puede ser fácilmente automatizada mediante cebadores marcados con 
moléculas fluorescentes y utilizando un secuenciador automático de ADN. 
A diferencia de la técnica DGGE, la SSCP no requiere el uso de cebadores 
con cola GC, geles con gradiente o instrumentos específicos de electroforesis por lo 
que resulta una técnica más sencilla. Sin embargo, presenta algunas desventajas ya 
que la obtención de resultados satisfactorios requiere el análisis de fragmentos con 
un tamaño menor a 400 pares de bases. A medida que aumenta el tamaño de la 
molécula a analizar ésta se vuelve insensible a determinados cambios, adoptando 
siempre la misma conformación tridimensional a pesar de haberse producido un 
cambio en su secuencia. Además, la desnaturalización completa es difícil de 
conseguir y muchas veces aparece más de una banda para un mismo fragmento de 
ADN (Scwieger y Tebbe, 1998). Sin embargo, la técnica SSCP ha sido utilizada en 
varios trabajos sobre caracterización de las comunidades microbianas de muestras 
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ambientales, como es el caso de algunos de los estudios microbiológicos llevados a 
cabo en biorreactores para la depuración de emisiones gaseosas contaminadas con 
COV. Por ejemplo, Khammar y col. (2005) operaron un biofiltro de turba para 
estudiar la relación entre la estructura de la comunidad microbiana y la actividad de 
degradación a diferentes alturas del biorreactor. Las emisiones tratadas consistieron 
en una mezcla de 11 COV (compuestos oxigenados, aromáticos y halogenados). Los 
resultados obtenidos mediante la técnica SSCP indicaron una composición de la 
comunidad microbiana altamente diversa que presentaba diferencias a lo largo del 
lecho, lo que se relacionó con una degradación específica de contaminantes. Los 
compuestos oxigenados se eliminaron en la parte superior del biofiltro, zona de 
alimentación de las emisiones a depurar, mientras los compuestos aromáticos se 
eliminaron en la parte final del reactor. A 10 cm de altura del biorreactor se 
detectaron especies del grupo Actinobacterias como Rhodococcus erythropolis. A 
partir de 70 cm de altura del biorreactor se identificaron especies del grupo 
Betaproteobacteria como Burkholderia sp. Las especies del grupo 
Gammaproteobacteria, como Pseudomonas sp., se detectaron a lo largo de todo el 
biorreactor. Lin y col. (2007) estudiaron la eliminación de metil ter-butil éter (MTBE) 
en un biofiltro percolador analizando dos soluciones de nutrientes en las que se 
cambió la fuente de nitrógeno, en una de ellas se utilizó sulfato de amonio y en la 
otra nitrato de sodio. Los resultados obtenidos tras la aplicación de la técnica SSCP 
mostraron diferente comunidad bacteriana con cada una de las soluciones de 
nutrientes. La mayor eliminación de MTBE se obtuvo utilizando nitrato de sodio como 
fuente de nitrógeno, lo que además coincidió con una comunidad bacteriana menos 
diversa, es decir más especializada en la degradación de MTBE. Bayle y col. (2009) 
estudiaron la biofiltración de una mezcla de 11 COV (compuestos oxigenados, 
aromáticos y halogenados), analizando como afectaba la carga volumétrica de 
contaminantes sobre la comunidad microbiana desarrollada. Los resultados 
obtenidos con la técnica SSCP determinaron mayor diversidad de especies para 
cargas bajas de contaminante. Las especies más abundantes pertenecieron a los 
grupos Bacteroides (35%), Alfaproteobacteria (20%), Betaproteobacteria (20%), 
Cyanobacteria (4-10%) y el resto se identificaron como Planctomycetes, Firmicutes, 
Actinobacteria y Epsilonproteobacteria. 
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3.5. Análisis de restricción del ADN ribosomal amplificado (ARDRA) 
La técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) se basa en 
una amplificación por PCR del gen 16S ARNr y una digestión con endonucleasas de 
restricción. Posteriormente los productos se separan mediante electroforesis en gel 
de agarosa o poliacrilamida (Smit y col., 1997). Los perfiles electroforéticos obtenidos 
revelan la diversidad microbiana existente en la muestra analizada. ARDRA es una 
técnica efectiva y sencilla que se ha utilizado usualmente en combinación con otras 
técnicas como T-RFLP o DGGE permitiendo estudiar la dinámica de las poblaciones 
microbianas ante cambios ambientales. Uno de los principales inconvenientes de 
esta técnica es la elección de la endonucleasa y la aparición de más de una banda 
en el gel para un mismo fragmento amplificado, lo que produce una sobrestimación 
de los resultados. La técnica ARDRA se ha aplicado en algunos estudios de 
caracterización de las comunidades microbianas presentes en bioprocesos. Friedrich 
y col. (2002) analizaron la diversidad bacteriana presente en un biofiltro a escala 
industrial operado para el tratamiento de una mezcla compleja de contaminantes. El 
resultado de la aplicación de la técnica ARDRA mostró una elevada diversidad 
bacteriana ya que se detectaron 444 clones de los cuales 106 fueron secuenciados, 
identificándose que el 90.5% pertenecían a los grupos Proteobacteria y 
Bacteroidetes. Los grupos mayoritarios fueron Alfaproteobacteria (22.1%), 
Betaproteobacteria (17.6 %) y Gammaproteobacteria (18.6%), seguido de 
Actinobacteria (2%), Firmicutes y Verrucomicrobia (1%), Deltaproteobacteria (0.5%) y 
Thermomicrobia (0.5%). Bailón y col. (2009) estudiaron la eliminación de 
diclorometano en dos biofiltros percoladores. En este trabajo se utilizó la técnica 
ARDRA para realizar el seguimiento de las cepas Hyphomicrobium KDM2 y KDM4 a 
lo largo del periodo de operación ya que se emplearon como inóculo de los 
biorreactores. Los resultados mostraron que estas cepas estuvieron presentes 
durante toda la experimentación, sin embargo no fueron las especies dominantes. 
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3.6. Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción 
terminales (T-RFLP) 
La técnica T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) se 
basa en la amplificación del ADN por PCR utilizando un cebador marcado con una 
molécula fluorescente (Liu y col., 1997). El fragmento de PCR resultante se digiere 
con una o más endonucleasas de restricción y los fragmentos de restricción 
terminales se separan físicamente en un analizador automático de ADN. La 
diversidad microbiana en una comunidad puede estimarse mediante un secuenciador 
capilar en el que se obtiene un electroforograma donde cada pico corresponde a un 
fragmento de restricción terminal. Una de las principales ventajas de la técnica es la 
separación de los fragmentos con alta resolución, sin embargo esta técnica presenta 
la limitación de no poder extraer los fragmentos de las bandas separadas para su 
posterior secuenciación. La técnica T-RLFP se ha utilizado para el estudio de la 
dinámica de la comunidad microbiana tanto espacial como temporal en bioprocesos. 
Maestre y col. (2009) estudiaron la comunidad microbiana desarrollada en un biofiltro 
percolador para la desulfuración de gases o Yang y col. (2014) aplicaron esta técnica 
para estudiar la comunidad bacteriana desarrollada en cuatro biofiltros para la 
eliminación de amoníaco. 
En el caso de la biofiltración de emisiones gaseosas de COV se pueden 
encontrar trabajos donde se utiliza la técnica T-RFLP, aunque normalmente se 
emplea como complemento de otras técnicas de biología molecular. En este sentido, 
Khammar y col. (2005) operaron un biofiltro de turba para el tratamiento de una 
mezcla de 11 COV (oxigenados, aromáticos y halogenados). Se cultivaron muestras 
de turba utilizando un medio de cultivo general de triptona, soja y agar y se aislaron 
31 cepas que se analizaron mediante la técnica T-RFLP. Los resultados 
determinaron que las cepas aisladas pertenecieron a los grupos bacterianos 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Actinobacteria y a las divisiones de 
hongos Basidiomycota y Saccharomyces. 
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3.7. Análisis de los espaciadores intergénicos ribosomales (RISA) 
RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) es una técnica basada en la 
amplificación mediante PCR de la región entre los operones 16S y 23S ARNr 
conocida como región espaciadora intergénica (ISR). Esta región es diferente en 
cada especie tanto en secuencia como en longitud. Las ISR pueden ser amplificadas 
por PCR mediante cebadores a partir de nucleótidos conservados de los extremos 5’ 
de los genes 23S ARNr y de los extremos 3’ de los genes 16S ARNr (Borneman y 
Triplett, 1997). La versión automatizada de la técnica RISA se conoce como ARISA 
(Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) y se basa en el uso de un 
cebador marcado con una molécula fluorescente que permite la detección de la ISR 
automáticamente mediante un detector láser (Fisher y Triplett, 1999). Este método es 
rápido y simple y permite el análisis de la dinámica poblacional en respuesta a 
variaciones en las condiciones ambientales u operacionales. El inconveniente es que 
la base de datos existente de ISR es limitada y no siempre es posible la identificación 
de los microorganismos presentes en las muestras ambientales. No obstante, la 
técnica RISA/ARISA ha sido utilizada en algunos estudios para el análisis de las 
comunidades microbianas de biofiltros para la eliminación de COV.  
Steele y col. (2005) evaluaron la estructura de la comunidad microbiana 
presente en dos biofiltros para el tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas 
con etanol. Cada biofiltro se operó utilizando diferente material de relleno, en uno de 
ellos se utilizó arena y, en el otro, rocas de lava. Para la inoculación de los 
biorreactores se empleó fango activado procedente de una EDAR que se aclimató a 
etanol durante 68 días. El resultado de la aplicación de la técnica ARISA mostró una 
disminución en la diversidad microbiana durante el proceso de aclimatación del 
fango. Durante el funcionamiento de los biorreactores, la menor diversidad 
microbiana se detectó cuando la eficacia de eliminación fue superior al 80%. Por otra 
parte, se relacionó la diversidad bacteriana con el pH de operación, de modo que 
para pH inferiores a un valor de 4 se identificó una elevada diversidad microbiana 
coincidiendo con menores eficacias de eliminación. Sin embargo, en los periodos de 
operación a pH neutro la diversidad microbiana disminuyó mientras que la eficacia de 
eliminación de los sistemas se incrementó. Borin y col. (2006) analizaron la 
diversidad microbiana de un biofiltro de compost alimentado con emisiones de 
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benceno mediante la técnica RISA a lo largo de 240 días. Los resultados 
determinaron un aumento de la diversidad microbiana al incrementar la 
concentración de benceno de las emisiones gaseosas. Se determinó como grupo 
mayoritario Rhodococcus, bacteria Gram positiva perteneciente al grupo de las 
Actinobacterias, seguido de los géneros Bordetella y Neisseria, bacterias Gram 
negativas pertenecientes al grupo Betaproteobacteria. Del total de las cepas 
aisladas, más del 35% presentaron capacidad de utilizar el benceno como fuente de 
carbono. Estas cepas pertenecieron a los siguientes grupos bacterianos: 
Actinobacteria, Firmicutes, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria. 
 
3.8. Pirosecuenciación 
La pirosecuenciación está basada en la secuenciación por síntesis, acoplando 
la síntesis de ADN a una reacción quimioluminiscente, lo que permite una 
determinación de secuencias en tiempo real (Ronaghi y col., 1996 y 1998). Esta 
técnica ha sido comercializada por la empresa Roche con el primer equipo de 
secuenciación masiva (Secuenciador GS 20™). Este método se basa en la 
nanotecnología ya que utiliza esferas atrapadas en una placa que contiene más de 
un millón y medio de microceldas de 44 μm de diámetro. Al introducir una esfera por 
cada celdilla se realiza una reacción de secuenciación individual basada en la 
síntesis complementaria de ADN de cadena sencilla, el cual ha sido multiplicado por 
una reacción de PCR y alineado a cada esfera. La incorporación de cada nucleótido 
durante la polimerización de ADN libera una molécula de pirofosfato (PPi), que al 
interaccionar con algunas enzimas presentes en el medio (ADN polimerasa, 
sulfurilasa, ATP luciferasa y apirasa) produce una señal quimioluminiscente que es 
capturada por una cámara de detección de fotones, y que con el soporte de un 
programa de cómputo es traducida como la adición de un nucleótido determinado, 
generando una secuencia individual por cada celda. La técnica de pirosecuenciación 
ofrece la posibilidad de obtener una visión muy detallada de las comunidades 
microbianas y de su estructura mediante el examen de secuencias bacterianas en 
órdenes de magnitud mayor que mediante el uso de los métodos tradicionales tales 
como la clonación y secuenciación de Sanger (Rothberg y Leamon, 2008).  
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La aplicación de la pirosecuenciación a los estudios de biofiltración permite el 
análisis de cambios en la estructura microbiana identificando todas las especies 
presentes. La técnica de pirosecuenciación se ha comenzado a aplicar en los últimos 
años en el campo de la biofiltración. Jianming y col. (2014) estudiaron la comunidad 
bacteriana de dos biofiltros percoladores que trataron emisiones de diclorometano 
mediante pirosecuenciación. Los resultados determinaron que los tres filum 
dominantes fueron Acidobacteria, Bacteroidetes y Proteobacteria siendo Pandoraea 
el género predominante. Este género perteneciente a la clase Betaproteobacteria se 
utilizó en la inoculación de los biorreactores ya que presentó capacidad para 
degradar el diclorometano. Otros géneros minoritarios identificados fueron 
Novosphingobium (Alfaproteobacteria), Acidovorax (Betaproteobacteria), 
Xanthomonas (Gammaproteobacteria) y Flexibacter (Bacteroidetes). Russell y col. 
(2014) aplicaron la técnica de pirosecuenciación para analizar la comunidad 
bacteriana de un biofiltro con raíces de árbol como material de relleno que se empleó 
para el tratamiento de una mezcla de 6 COV (propanol, hexanol, percloroetileno, d-
limoneno, benceno y tolueno). Inicialmente, se analizó la comunidad microbiana 
presente en las raíces de árbol que se utilizaron como material de relleno, 
determinándose los filum Proteobacteria y Bacteroidetes como dominantes. En el 
caso del grupo Proteobacteria destacaron los órdenes Rhizobiales 
(Alfaproteobacteria) y Burkholderiales (Betaproteobacteria). En el caso del grupo 
Bacteroidetes destacaron los órdenes Sphingobacteriales (Sphingobacteria) y 
Flavobacteriales (Flavobacteria). Posterioremente, se analizó la comunidad 
bacteriana que se desarrolló en el biorreactor después de un tiempo prolongado de 
operación, observándose una proliferación de especies de las cuales la familia más 
abundante fue Hyphomicrobiaceae (Alfaproteobacteria). Además se identificaron 
otras especies pertenecientes a las familias Pseudomonadaceae 
(Gammaproteobacteria), Rhodobacteraceae (Alfaproteobacteria) y Burkholderia 
(Betaproteobacteria). 
La técnica de pirosecuenciación ha permitido completar el estudio 
microbiológico que se ha desarrollado mediante la técnica FISH en el biofiltro de 
turba para la eliminación de estireno de esta tesis doctoral (capítulo 6). Los 
resultados de pirosecuenciación determinaron Azoarcus (Betaproteobacteria) y 
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Pseudomonas (Gammaproteobacteria) como los géneros dominantes. Además, se 
estableció que los géneros Brevundimonas (Alfaproteobacteria), Hydrogenophaga y 
Achromobacter (ambos Betaproteobacteria) presentaron una función importante en 
la degradación de estireno. Se observó una relación entre la abundancia de estos 
géneros y las concentraciones de estireno de las emisiones gaseosas (Portune y 
col., 2015). 
La técnica de pirosecuenciación también se ha utilizado en otro tipo de 
aplicaciones como por ejemplo la desulfuración de gases mediante biofiltración 
(Rovira, 2012; Montebello y col., 2013) o la eliminación de metano (Kim y col., 2014). 
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En el presente capítulo a fin de proporcionar una visión integrada de los 
materiales y los métodos detallados en cada uno de los artículos científicos que 
constituyen esta tesis doctoral, se incluye una descripción conjunta de los mismos. 
Para ello, se detallan los sistemas de biofiltración, las técnicas analíticas utilizadas 
para llevar a cabo el seguimiento de los biorreactores, y las técnicas de biología 
molecular que se han aplicado para el estudio de las comunidades bacterianas. 
 
4.1. Sistemas de biofiltración 
En el desarrollo experimental de esta tesis doctoral se han utilizado dos tipos 
de biorreactores: biofiltros y biofiltros percoladores. El proceso de biofiltro se ha 
estudiado a nivel de laboratorio mientras que el proceso de biofiltro percolador se ha 
aplicado a nivel de laboratorio, planta piloto e industrial. Los distintos sistemas de 
biofiltración empleados se describen a continuación. 
 
4.1.1. Biofiltros de laboratorio 
Durante la experimentación en laboratorio sobre el tratamiento de aire 
contaminado con estireno (capítulo 6) se utilizaron dos biofiltros fabricados en 
metacrilato con una longitud de 97 cm y un diámetro interno de 13.6 cm (volumen de 
14 L). El esquema del montaje experimental se presenta en la Figura 4.1. Cada 
biofiltro estaba equipado con cinco puertos para la toma de muestras gaseosas 
localizados a una distancia de 0 cm (puerto de entrada), 25, 50, 75 y 97 cm (puerto 
de salida) de la entrada del aire a depurar. Además, cada biofiltro disponía de cuatro 
puertos localizados a una distancia de 20, 40, 60 y 80 cm de la entrada de aire para 
la toma de muestras del material de relleno. En la parte superior de cada reactor se 
dispuso un espacio vacío de 10 cm de longitud con el fin de conseguir la correcta 
distribución del aire contaminado y de la disolución de nutrientes suministrada 
periódicamente. En la parte inferior también se sitúo un espacio de 10 cm para la 
salida del aire tratado y la recogida del lixiviado producido durante el funcionamiento 
del sistema. El aire utilizado en los experimentos provenía de un comprensor. El aire 
comprimido se acondicionó mediante una etapa de filtración para eliminar partículas 
Capítulo 4 
Página 74 
 
y gotas de aceite seguida de una etapa de secado para eliminar la humedad. El 
caudal de aire se ajustó utilizando un controlador de flujo másico (Bronkhorst Hi-Tec, 
Países Bajos). El aire comprimido, filtrado y secado se humidificó previamente a la 
entrada de los biofiltros y, a continuación, se contaminó con estireno mediante una 
bomba de jeringa (modelo infusión/withdraw NE 1000, New Era Pumps Systems Inc., 
EEUU). El aire, una vez contaminado, se introdujo en los biofiltros por la parte 
superior de los mismos, siendo el flujo descendente. El aporte de nutrientes se 
realizó mediante la adición de una disolución con efecto tampón por la parte superior 
de los biofiltros con una dosis de 50 mL cada día. A su vez, junto con la adición de 
dicha disolución, se suministraron entre 50 y 150 mL de agua para la regulación del 
contenido en humedad del material de relleno. 
 
Figura 4.1. Esquema del montaje experimental de un biofiltro a escala de laboratorio. 
 
 
 
H
u
m
id
if
ic
a
d
o
r
Agua/nutrientes
Salida de aire
Lixiviado
Depósito  
estireno
Entrada de 
aire
M
a
te
ri
a
l 
d
e
 r
e
lle
n
o
 o
rg
á
n
ic
o
Materiales y métodos 
Página 75 
4.1.2. Biofiltros percoladores de laboratorio 
La experimentación de laboratorio para el tratamiento de emisiones gaseosas 
contaminadas con isopropanol se llevó a cabo mediante dos biofiltros percoladores 
(capítulo 5). En el experimento de depuración de aire contaminado con estireno, 
además de los dos biofiltros explicados anteriormente, se utilizó un biofiltro 
percolador (capítulo 6). Estos biofiltros percoladores se fabricaron en metacrilato, con 
una longitud de 126 cm y un diámetro interno de 14.4 cm (volumen de 20 L). El 
esquema del montaje experimental se presenta en la Figura 4.2. Cada biofiltro 
percolador estaba equipado con cuatro puertos para la toma de muestras gaseosas, 
localizados a una distancia de 0 cm (puerto de entrada), 44, 86 y 123 cm (puerto de 
salida) de la entrada del aire a depurar. Además, cada biorreactor disponía de tres 
puertos localizados a una distancia de 20, 63 y 105 cm de la entrada de aire para la 
toma de muestras de biopelícula. En cada uno de los sistemas se utilizó un tanque 
de 10 L para contener la solución de recirculación que se introducía por la parte 
superior de cada reactor en contracorriente al flujo de aire mediante una bomba 
centrífuga (HPR 10/15, RS Amidata S.A., España). Además, se dispuso un espacio 
de 20 cm de longitud en la parte superior de cada reactor para la salida del aire 
tratado. En este espacio se sitúo un desnebulizador con el fin de separar las gotas 
de líquido arrastradas por la corriente gaseosa. En la parte inferior de cada reactor 
se dispuso un espacio vacío de 20 cm para la distribución del aire contaminado y la 
recogida de la solución de recirculación. El dispositivo se completó con un sistema 
de dosificación de nutrientes constituido por un tanque de almacenamiento y una 
bomba peristáltica. El aire comprimido, filtrado y secado se contaminó con el 
compuesto correspondiente utilizando una bomba de jeringa (modelo 
infusión/withdraw NE 1000, New Era Pumps Systems Inc., EEUU). El caudal de aire 
se ajustó mediante un controlador de flujo másico (Bronkhorst Hi-Tec, Países Bajos). 
La corriente de aire contaminada se introdujo en los biofiltros percoladores por la 
parte inferior de los mismos. 
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Figura 4.2. Esquema del montaje experimental de un biofiltro percolador a escala de 
laboratorio. 
En el experimento sobre el tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas 
con 2-butoxietanol (capítulo 7) se utilizaron dos biofiltros percoladores. Inicialmente, 
se operó uno de estos biorreactores en la Universität Stuttgart y, a continuación, se 
operó el otro biorreactor en la Universitat de València. El biofiltro percolador 
empleado en la Universität Stuttgart se fabricó en PVC, con una longitud de 100 cm y 
un diámetro interno de 15 cm (volumen de 18 L). En la Figura 4.3a se muestra una 
fotografía del montaje experimental utilizado. El biofiltro percolador estaba equipado 
con dos puertos para la toma de muestras gaseosas localizados a una distancia de 0 
cm (puerto de entrada) y 100 cm (puerto de salida) de la entrada del aire a depurar. 
Además, el biorreactor disponía de un puerto localizado a una distancia de 100 cm 
de la entrada de aire para la toma de muestras de biopelícula. En el sistema se 
utilizó un tanque de 15 L que contenía la solución de recirculación, ésta se introducía 
por la parte superior del reactor en contracorriente al flujo de aire mediante una 
bomba dosificadora de membrana (Vario HM15-PP, ProMinent GmbH, Alemania). 
Además, se dispuso un espacio de 20 cm de longitud en la parte superior del reactor 
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para la correcta salida del aire tratado y la entrada de la solución de recirculación. El 
aire comprimido, filtrado y secado se contaminó con 2-butoxietanol utilizando una 
bomba dosificadora de diafragma (STEPDOS® 03, KNF, Suiza). La corriente de aire 
contaminada se introdujo por la parte inferior del biorreactor.  
El biofiltro percolador empleado en la Universitat de València se fabricó en 
PVC, con una longitud de 70 cm y un diámetro interno de 10.5 cm (volumen de 6 L). 
En la Figura 4.3b se muestra una fotografía del montaje experimental utilizado. El 
biofiltro percolador estaba equipado con cuatro puertos para la toma de muestras 
gaseosas, localizados a una distancia de 0 cm (puerto de entrada), 30, 50 y 70 cm 
(puerto de salida) de la entrada del aire a depurar. Estos mismos puertos se 
emplearon para la toma de muestras de biopelícula. En el sistema se utilizó un 
tanque de 5 L para contener la solución de recirculación, ésta se introducía por la 
parte superior del reactor en contracorriente al flujo de aire mediante una bomba 
dosificadora de membrana (Sigma/2, ProMinent Gugal S.A, España). Además, se 
dispuso un espacio libre de 8 cm de longitud en la parte superior del reactor para la 
salida del aire tratado donde se sitúo un desnebulizador. En la parte inferior se 
dispuso un espacio vacío de 8 cm para la distribución del aire contaminado y la 
recogida de la solución de recirculación. El dispositivo se completó con un sistema 
de dosificación de nutrientes constituido por un tanque de almacenamiento y una 
bomba peristáltica. El aire comprimido, filtrado y secado se contaminó con 2-
butoxietanol utilizando una bomba de jeringa (modelo infusión/withdraw NE 1000, 
New Era Pumps Systems Inc., EEUU). El caudal de aire se ajustó mediante un 
controlador de flujo másico (Bronkhorst Hi-Tec, Países Bajos). La corriente de aire 
contaminada se introdujo en el biofiltro percolador por la parte inferior del mismo. 
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Figura 4.3. Fotografías de los montajes experimentales utilizados para el estudio de la 
eliminación de 2-butoxietanol. a) Universität Stuttgart b) Universitat de València. 
La Tabla 4.1 resume las principales condiciones de operación de los distintos 
experimentos a escala de laboratorio. En los biofiltros percoladores que se 
emplearon para el tratamiento de isopropanol (capítulo 5) se utilizaron condiciones 
de alimentación intermitente de contaminante, es decir, las emisiones gaseosas se 
contaminaron durante 16 horas al día (desde las 6 a las 22 h) y 5 días a la semana 
(de lunes a viernes). Durante las horas que no se aportaba contaminante al sistema 
se mantenía el mismo caudal de aire que cuando sí era aportado. En el resto de 
experimentos de laboratorio se utilizó un patrón de alimentación de contaminante 
continuo (24 horas, 7 días a la semana). Durante los diferentes estudios realizados 
se trabajó con caudales de aire comprendidos entre 0.4 y 5 m3 h-1 (TRVV de 12.5 a 
160 segundos) y con una concentración de contaminante en la corriente de entrada 
con valores comprendidos entre 180 y 1700 mg Nm-3. La adición de los nutrientes a 
los biorreactores se efectúo con dosis comprendidas entre 7 y 200 mL cada día. En 
el caso de los biofiltros percoladores, la solución de recirculación se introdujo en los 
reactores con caudales comprendidos entre 1.6 y 3.25 L min-1 (velocidades 
superficiales de 9-11 m h-1) y utilizando diversas frecuencias de riego, desde 5 
segundos por minuto hasta 15 minutos cada 2 horas. Respecto a la purga de la 
solución de recirculación, ésta se realizó semanalmente con un volumen que varió 
entre el 10 y el 50% de la cantidad total del tanque de recirculación.  
a) b)
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Tabla 4.1. Condiciones de operación de los experimentos a escala de laboratorio. 
Compuesto  Isopropanol  Estireno  2-butoxietanol 
Sistema  BTF1 BTF2  BF1 BF2 BTF  BTF1 BTF2 
Volumen, L  20 20  14 14 20  18 6 
Material de 
relleno 
 Plástico 
estructurado 
Anillos 
PP 
 
Turba 
Fibra 
coco 
Anillos PP 
 
Espuma de poliuretano 
QG, m
3 h-1  0.4-4  0.4-1.1 1.2-2.4  5 1.7 
TRVV, s  14-160  45-120 30-60  12.5 
Alimentación 
COV 
 
Intermitente 
 
Continuo 
 
Continuo 
Ce, mg Nm
-3  425-1700  275-1125 180-475  450-680 
QL, L min
-1  2.7  - 2.5-3  3.25 1.6 
vL, m h
-1  10  - 9-11  11 11 
Frecuencia 
riego 
 
15 min/1.5 h                           
 
- 15 min/2 h 
 
5 s/min 
1min/12 min 
1 min/2 h 
Adición 
nutrientes,      
mL día-1  
 
30-200 
 
50 32-160 
 
7-10 20 
BTF: biofiltro percolador; BF: biofiltro; TRVV: tiempo de residencia a volumen vacío; PP: polipropileno; 
QG: caudal de gas; QL: caudal de recirculación; vL: velocidad superficial de líquido; Ce: concentración 
de entrada de contaminante. 
 
4.1.3. Planta piloto de biofiltro percolador 
La planta piloto basada en la tecnología VOCUS® (Pure Air Solutions B.V., 
Países Bajos) se construyó en un contenedor de transporte y se instaló en la 
empresa FICOMIRROR S.A. (Ficosa Grupo Internacional) de fabricación y pintado 
de componentes de automóvil ubicada en Soria (Figura 4.4) con el objetivo de 
determinar la viabilidad del proceso de biofiltro percolador para el control de sus 
emisiones al aire. Las emisiones gaseosas resultantes de esta actividad industrial 
presentaron una concentración variable de una mezcla de COV comprendida entre 
100 y 450 mg C Nm-3. La corriente de aire se introducía al biorreactor de modo 
ininterrumpido (24 horas al día, 7 días a la semana) con caudales comprendidos 
entre 29 y 90 m3 h-1 (TRVV: 30 - 93 s). La contaminación de las emisiones dependía 
del patrón de producción de la actividad industrial que comprendía desde las 6:00 am 
del lunes a las 6:00 am del sábado.  
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Figura 4.4. Fotografía del exterior de la planta piloto de biofiltro percolador (VOCUS®). 
Cortesía de FICOMIRROR S.A. 
El esquema del sistema se presenta en la Figura 4.5. El reactor biológico 
consistió en una columna de 0.75 m3 de volumen efectivo, el cual se llenó con anillos 
de polipropileno FlexiringTM (Koch-Glistch BVBA, Bélgica) de 50 mm de diámetro 
nominal.  
 
Figura 4.5. Esquema del biofiltro percolador a escala de planta piloto. Adaptada de 
Martínez-Soria y col. (2009). 
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El aire contaminado se introdujo por la parte inferior del reactor mediante un 
ventilador (APE 401/A, Euroventilatori International, Italia) equipado con un variador 
de frecuencia (CIMR, yaskawa Electric Corporation, EEUU) que permitió el control 
del caudal de aire. El sistema contaba con un depósito cilíndrico de 400 L donde se 
almacenaba la solución de recirculación, ésta se introducía en contracorriente por la 
parte superior del reactor mediante una bomba centrífuga (modelo CEA(M) 70/3, 
Lowara, Italia) con un caudal de 1.2 m3 h-1 y una frecuencia de 20 min h-1. La 
solución de recirculación se sustituía completamente una vez al mes por agua limpia. 
Además, la planta piloto constaba de un sistema de dosificación de nutrientes, 
formado por un depósito de 100 L y una bomba dosificadora.  
El sistema estaba equipado con un controlador de lógica programable y un 
conjunto de sensores y dispositivos para el control de los parámetros de operación a 
través de la comunicación por módem. La planta disponía de sensores de pH 
(modelo Orbisint CPS11, Endress+Hausser, Suiza), conductividad (InduMaxP 
CLS50, Endress+Hausser, Suiza), temperatura (modelo TR11, Endress+Hausser, 
Suiza), nivel de líquido (Liquiphant, Endress+Hausser, Suiza), presión (Deltabar S 
PMD70, Endress+Hausser, Suiza), así como medidores de caudal de aire (Proline t-
mass 65, Suiza) y de agua (Proline Promag 10, Endress+Hausser, Suiza). La 
instrumentación se completaba con dos detectores de fotoionización (TVOC, Ion 
Science Ltd., Reino Unido) para la medida continua de la concentración de COV en 
el aire de entrada y de salida al biofiltro percolador.  
Los detectores de fotoionización se comprobaron periódicamente mediante un 
analizador de hidrocarburos totales equipado con un detector de ionización de llama 
y una bomba para la succión de los gases (Nira Mercury model 901, Spirax Sarco, 
España). Este equipo se calibró periódicamente utilizando una bala patrón (Carburos 
Metálicos, España) de mezcla sintética estándar de propano (1473 mg C Nm-3) en 
nitrógeno gas. La identificación y la cuantificación de los principales contaminantes 
presentes en las emisiones se llevaron a cabo mediante cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas. Los análisis se efectuaron con un 
cromatógrafo de gases (modelo 6890N, Agilent Technologies, EE.UU) equipado con 
una válvula automática de inyección de gases, un detector de llama de ionización y 
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una columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.26 µm). El gas portador fue helio 
con un caudal de 4.4 cm3 min-1. La temperatura en el inyector fue de 250 ºC. La 
temperatura en el horno se fijó inicialmente en 60 ºC durante 5 minutos, a 
continuación, se elevó hasta 180 ºC con una velocidad de calentamiento de 3ºC min-
1 y, por último, se incrementó hasta 300 ºC manteniéndose esta temperatura durante 
20 minutos hasta el enfriamiento a 60 ºC. La identificación de cada compuesto se 
realizó comparando los patrones de fragmentación con los espectros de masas 
disponibles en las bases de datos. 
 
4.1.4. Unidad industrial de biofiltro percolador 
El grupo de investigación GI2AM (Grupo de Investigación en Ingeniería 
Ambiental) de la Universitat de València, en el que se ha llevado a cabo el desarrollo 
de la presente tesis doctoral, colabora con la empresa holandesa Pure Air Solutions 
en la transferencia de tecnología para la depuración de emisiones gaseosas 
mediante biofiltro percolador. Fruto de esta colaboración, y tras un pilotaje previo 
(Martínez-Soria y col., 2009), se procedió a la instalación del biofiltro percolador 
VOCUS® (Pure Air Solutions B.V., Países Bajos) en la empresa GAMADECOR S.A. 
del Grupo Porcelanosa (Figura 4.6) de fabricación de muebles de madera ubicada en 
Villareal (Castellón). Esta unidad industrial se diseñó como solución final de 
depuración de las emisiones gaseosas producidas. Las emisiones gaseosas 
resultantes presentaron una concentración de mezclas de COV comprendida entre 
120 y 600 mg C Nm-3. Estas emisiones se caracterizaron por patrones irregulares y 
oscilantes, con picos de concentración relativamente elevados (hasta 500 y 600 mg 
C Nm-3) y de duración normalmente inferior a 60 segundos. La corriente de aire se 
introducía al biorreactor de modo ininterrumpido (24 horas al día, 7 días a la semana) 
con caudales comprendidos entre 2000 y 12000 m3 h-1 (TRVV: 20 - 100 s). La 
contaminación de las emisiones dependía del patrón de producción de la actividad 
industrial que se producía desde las 7:00 am a las 9:00 pm, acorde al nivel de 
producción y al foco origen de las emisiones. 
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Figura 4.6. Fotografía del exterior de la planta industrial (VOCUS®). Cortesía de 
GAMADECOR S.A. (Grupo Porcelanosa). 
El reactor biológico de 60 m3 de volumen efectivo se llenó con anillos plásticos 
de superficie específica superior a 110 m2 m-3 y de porosidad superior al 90%. El 
sistema se completó con un prefiltro de carbón activado (Karb modelo 9D 460 kg de 
coral, Italia), al que se introducía el aire a depurar previamente a que éste pasara al 
biofiltro percolador, a fin de amortiguar la variación de la concentración de COV en 
las emisiones a depurar. La solución de recirculación se suministraba al reactor por 
la parte superior con un caudal de 10 m3 h-1 y una frecuencia de 15 min h-1. Entre un 
60 y 70% del total de la solución de recirculación se sustituyó por agua limpia dos 
veces al mes.  
La concentración de COV en el aire de entrada y salida al biofiltro percolador 
se midió con un analizador de hidrocarburos totales (RS 55-T, Ratfich 
Analysensysteme GmbH, Alemania) que se comprobó y calibró una vez al mes 
mediante una bala patrón (Carburos Metálicos, España) de mezcla sintética estándar 
de propano (300 ppm) en nitrógeno gas. La identificación de los principales 
contaminantes presentes en las emisiones se llevó a cabo mediante cromatografía 
de gases acoplada a espectrometría de masas (5973N MS/GC, Agilent 
Technologies, España) y la composición se determinó mediante un cromatografo de 
gases (modelo 7890, Agilent Technologies, EEUU). Este biofiltro percolador 
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actualmente sigue en funcionamiento como la solución de depuración de las 
emisiones gaseosas de la empresa GAMADECOR S.A. (Grupo Porcelanosa). 
 
4.2. Materiales 
4.2.1. Materiales de relleno 
Las principales propiedades de los materiales de relleno que se utilizaron en 
los diferentes biorreactores se especifican en la Tabla 4.2 y en la Tabla 4.3. La Tabla 
4.2 presenta las propiedades físicas y químicas de los materiales orgánicos de los 
biofiltros que se operaron en el estudio del tratamiento de estireno (capítulo 6), que 
fueron turba y fibra de coco. La Tabla 4.3 muestra las propiedades físicas de los 
materiales de relleno inertes empleados en los biofiltros percoladores. Se utilizaron 
tres tipos de rellenos: anillos de polipropileno de diferentes tamaños, relleno plástico 
estructurado y espuma de poliuretano. La Tabla 4.3 indica en que biofiltro percolador 
se utilizó cada uno de los rellenos. A nivel ilustrativo, en la Figura 4.7 se presentan 
imágenes de algunos de estos materiales. 
Tabla 4.2. Propiedades físicas y químicas de los rellenos orgánicos utilizados en los 
biofiltros. 
 Turba Fibra de coco 
pH 4.8 6.8 
Capacidad de retención de agua, % 88.0 60.0 
Densidad, Kg m-3 133.0 60.0 
Contenido en materia orgánica, % 95.0 93.8 
Área superficial específica BET, m2 g-1 13.4 0.9 
Análisis químico:   
Carbono,% 48.5 47.8 
Hidrógeno, % 5.8 5.8 
Oxígeno, %  40.0 42.8 
Nitrógeno, % 0.6 0.1 
Azufre, %  0.1 0.0 
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Tabla 4.3. Propiedades físicas de los rellenos inertes utilizados en los biofiltros percoladores. 
  Anillos de polipropileno  Relleno 
estructurado 
 Espuma de 
poliuretano 
Tamaño, mm  16 25 50 -  -  - 
Densidad, Kg m-3  95 71 60 -  -  23 
Porosidad, %  87 92 93 >90  -  96 
Sup. Esp., m2 m-3  341 207 110 >110  410  400 
Aplicación   Laboratorio Laboratorio Piloto Industrial  Laboratorio  Laboratorio 
Contaminante  Isopropanol Estireno Mezcla COV  Isopropanol  2-butoxietanol 
Sup. Esp: superficie específica. 
 
 
Figura 4.7. Detalle de diferentes materiales de relleno utilizados. Rellenos orgánicos: a) 
Turba fibrosa; b) Fibra de coco. Rellenos inertes: anillos de polipropileno: c) 16 mm; d) 25 
mm. 
 
4.2.2. Compuestos 
Los contaminantes utilizados durante la experimentación de laboratorio se 
seleccionaron entre los compuestos representativos de las emisiones de varios 
sectores industriales con potencial de aplicación de las tecnologías de biofiltración. 
Los experimentos en laboratorio se han centrado en el tratamiento de emisiones 
gaseosas que contenían un único contaminante. Se realizaron tres estudios 
experimentales cada uno de ellos con uno de los siguientes compuestos: 
isopropanol, estireno y 2-butoxietanol. El isopropanol se trata de un compuesto 
habitual en las emisiones procedentes de la industria flexográfica (capítulo 5). Las 
concentraciones de isopropanol en las emisiones a depurar oscilaron entre 250 y 
1000 mg C Nm-3. El estireno es un contaminante representativo de las emisiones de 
a) b)
c) d)
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la industria del procesamiento y de la síntesis de polímeros (capítulo 6). Las 
emisiones de entrada a los sistemas de biotratamiento presentaron concentraciones 
de estireno entre 200 y 1125 mg Nm-3. Por último, el 2-butoxietanol es un compuesto 
ampliamente usado como disolvente en el sector del recubrimiento y de la limpieza 
de superficies (capítulo 7). Las concentraciones tratadas de este compuesto 
oscilaron entre 450 y 680 mg Nm-3. La Tabla 4.4 presenta las propiedades físicas de 
estos compuestos. 
Tabla 4.4. Propiedades físicas de los contaminados estudiados a escala de laboratorio. 
Propiedad Isopropanol Estireno 2-butoxietanol 
Formula química C3H8O C8H8 C6H14O2 
Numero CAS 67-63-0 100-42-5 11-72-2 
Peso molecular, g mol-1 60.1 104.14 118.17 
Punto de ebullición, ºC (a) 82.5 145 171 
Densidad relativa del líquido(b) 0.785 0.903 0.902 
Presión de vapor a 20 ºC, Pa 318 317·105 100 
Cte. de Henry a 25 ºC, atm m3 mol-1 8.1·10-6 2.75·10-3 1.6·10-6 
Punto de inflamación 11.7 31 61 
Temperatura de autoignición, ºC 455 490 238 
Límites de explosividad, % vol 2-12 0.9-6.8 1.1-12.7 
(a)
 para 1atm 
(b)
 a 20 ºC y referida al agua a 4 ºC 
 
De las propiedades físicas mostradas en la Tabla 4.4 se puede destacar que 
el 2-butoxietanol y el isopropanol son compuestos de alta solubilidad en agua 
(constante de Henry de 8.1·10-6 y 1.6·10-6 atm m3 mol-1, respectivamente), mientras 
que el estireno presenta baja solubilidad (constante de Henry de 2.75·10-3 atm m3 
mol-1). 
En cuanto a los ensayos realizados en planta piloto (capítulo 8), las emisiones 
procedían de una instalación industrial del sector de recubrimiento de superficies 
plásticas, compuestas por una mezcla de disolventes de diversa naturaleza química 
atendiendo al foco de emisión y al tipo de producto aplicado. Las emisiones 
procedían de dos focos (pintado y barnizado) en los que se aplicaron diferentes 
productos de recubrimiento. Estos productos estuvieron principalmente compuestos 
por disolventes fácilmente biodegradables como el acetato de n-butilo o el acetato de 
butil glicol, aunque también presentaron en menor proporción compuestos menos 
biodegradables como el xileno o el trimetilbenceno. Sin embargo, uno de los 
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productos (etiquetado como “C”) presentó una composición basada mayoritariamente 
en compuestos aromáticos, como el xileno o el etilbenceno, y compuestos 
recalcitrantes, como el naftaleno y cumeno, resultando emisiones gaseosas de difícil 
biodegradabilidad. La concentración de COV en las emisiones osciló entre 100 y 450 
mg C Nm-3.  
Las emisiones de entrada a la unidad industrial de biofiltro percolador (capítulo 
9) procedían de dos focos de producción de una industria del sector de recubrimiento 
de la madera. En uno de ellos (“foco A”), las emisiones presentaron una composición 
química compleja formada por una gran variedad de compuestos tanto oxigenados 
como aromáticos, tales como el tolueno, xileno, acetato de n-butilo, etilbenceno, 
etanol, acetona, isopropanol, etc. Las emisiones procedentes del otro foco (“foco B”) 
estuvieron constituidas principalmente por acetona, tolueno y acetato de n-butilo. Las 
concentraciones de COV oscilaron entre 120 y 600 mg C Nm-3.  
 
4.2.3. Disoluciones de nutrientes 
El aporte de nutrientes necesarios para el metabolismo microbiano se realizó 
mediante soluciones concentradas que se ajustaron a un pH de 7. La adición de 
nutrientes en el caso de los biofiltros se realizó por la parte superior de los mismos lo 
que a su vez sirvió para regular el contenido de humedad. En el caso de los biofiltros 
percoladores, los nutrientes se adicionaron al tanque de recirculación mediante un 
sistema de dosificación con el fin de mantener una concentración de nitrógeno en el 
tanque como mínimo de 10 mg N L-1. 
A lo largo del desarrollo experimental de esta tesis doctoral se han utilizado 
diferentes formulaciones de nutrientes, las cuales se presentan a continuación en las 
Tabla 4.5, Tabla 4.6, Tabla 4.7 y Tabla 4.8. La Tabla 4.5 presenta la formulación 
química de la disolución de nutrientes que se suministró a los biofiltros percoladores 
a escala de laboratorio operados para el tratamiento de isopropanol (capítulo 5). En 
este caso, la fuente de nitrógeno se proporcionó a partir de nitrato potásico y la 
fuente de fósforo a partir de fosfato trisódico. La formulación química de la solución 
de nutrientes que se utilizó en la experimentación sobre el tratamiento de estireno 
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mediante biofiltros se presenta en la Tabla 4.6 (capítulo 6). Esta disolución contenía 
nitrato potásico como fuente de nitrógeno y una mezcla de fosfato monobásico y 
difásico para suministrar fósforo y para amortiguar el pH de la disolución. La Tabla 
4.7 incluye la formulación química de la solución de nutrientes adicionada al biofiltro 
percolador empleado para el estudio de la eliminación de estireno que se describe en 
el capítulo 6. Esta disolución contenía amonio como fuente de nitrógeno el cual se 
proporcionó a través de cloruro de amonio y de amonio fosfato difásico, este último 
compuesto, a su vez fue la fuente de fósforo. Esta misma disolución se adicionó en 
el biofiltro percolador utilizado en la Universitat de València para la eliminación de 2-
butoxietanol (capítulo 7). En el caso del biofiltro percolador operado en la Universität 
Stuttgart (Alemania) para el estudio de la eliminación de 2-butoxietanol se utilizó una 
disolución comercial de nutrientes usada comúnmente como fertilizante para plantas 
(capítulo 7). Esta disolución se basaba en una fuente de nitrógeno proporcionado 
como nitrato (2.3%), amonio (1.5%) y urea (3.2%), una fuente de fósforo en forma de 
óxido de fósforo (3%) y una fuente de potasio como óxido de potasio (5%).  
En el biofiltro percolador a escala de planta piloto (capítulo 8) se suministró 
una solución de nutrientes basada en urea como fuente de nitrógeno. La 
composición completa se presenta en la Tabla 4.8. En el biofiltro percolador a escala 
industrial (capítulo 9) se adicionó una solución de nutrientes basada principalmente 
en amonio (50 g N L-1) y fosfato (10 g P L-1) y que fue suministrada por la empresa 
Pure Air Solution (Países Bajos). 
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Tabla 4.5. Composición de la disolución de nutrientes suministrada a los biofiltros 
percoladores para el tratamiento de isopropanol. 
Compuesto Concentración, g L-1   
KNO3 21.7   
Na3PO4·12H2O 4.6   
Compuestos traza Concentración, µg L-1 Vitaminas Concentración, µg L-1 
Ca 12000 Betacaroteno 20 
Fe 1500 B1 70 
Mg 2650 B2 70 
Zn 605 B6 95 
Co 60 B9 10 
Mo 60 B12 0.1 
Ni 55 C 3 
Cu 50 D 0.3 
B 45 E 500 
Mn 40 Biotina 2 
I 8 Niacina 900 
Se 3   
Cr 1   
 
Tabla 4.6. Composición de la disolución de nutrientes suministrada a los biofiltros para el 
tratamiento de estireno. 
Compuesto Concentración, g L-1   
KNO3 22.4   
KH2 PO4 2.4   
K2HPO4 0.4   
MgSO4 7H2O 0.9   
Compuestos traza Concentración, µg L-1 Vitaminas Concentración, µg L-1 
Ca 12000 Betacaroteno 20 
Fe 1500 B1 70 
Mg 2650 B2 70 
Zn 605 B6 95 
Co 60 B9 10 
Mo 60 B12 0.1 
Ni 55 C 3 
Cu 50 D 0.3 
B 45 E 500 
Mn 40 Biotina 2 
I 8 Niacina 900 
Se 3   
Cr 1   
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Tabla 4.7. Composición de la disolución de nutrientes suministrada a los biofiltros 
percoladores de la Universitat de València alimentados con estireno y 2-butoxietanol. 
Compuesto Concentración, g L-1 Vitaminas Concentración, µg L-1 
NH4Cl 9.7 A 40.0 
MgSO4 7H2O 0.9 C 3000.0 
(NH4) 2HPO4 2.2 D 0.2 
NaHCO3 0.5 E 500.0 
NaOH 0.4 K 1.3 
KCl 0.6 B1 70.0 
Micronutrientes Concentración, mg L-1 B2 80.0 
CaCl2 12.7 niacina 900.0 
Fe2(SO4)3 4.8 B6 100.0 
ZnSO4·7H2O 0.2 B9 10.0 
CoCl2·6H2O 0.2 B12 0.1 
MnCl2·4H2O 0.1 Biotina 1.5 
Na2MoO4·2H2O 0.1 B5 300.0 
NiSO4·6H2O 0.24 Ca 600.0 
H3BO3 0.2 Mg 4000.0 
  Fe 700.0 
  Cu 45.0 
  I 3.8 
  Zn 400.0 
  Mn 90.0 
  K 1160.0 
  Se 2.5 
  Cr 1.3 
  Mo 2.3 
  Cl 1075.0 
  coenzima Q10 150.0 
 
Tabla 4.8. Composición de la disolución de nutrientes suministrada al biofiltro percolador a 
escala de planta piloto. 
Compuesto Concentración, g L-1 
Urea 6.5 
Na3PO4 12H2O 7.4 
CaCl2 12.7 
Fe2 (SO4) 3 4.8 
ZnSO4 7H2O 0.2 
CoCl2 6H2O 0.2 
MnCl2 4H2O 0.1 
Na2MoO4 2H2O 0.1 
NiSO4 6H2O 0.1 
H3BO3 0.2 
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4.2.4. Inóculos 
En la puesta en marcha de los biorreactores que se operaron durante el 
desarrollo experimental de esta tesis doctoral se emplearon diversos tipos de 
inóculos. Por una parte, se desarrollaron dos cultivos puros con las cepas 
Pseudomonas putida CECT 324 y Pseudomonas sp. BOE200 en nuestro laboratorio. 
Estas cepas se seleccionaron debido a la capacidad de la especie Pseudomonas 
para degradar diversos tipos de compuestos orgánicos. El cultivo de la cepa 
Pseudomonas putida CECT 324 se empleó en la inoculación de los biofiltros 
estudiados para el tratamiento de estireno (capítulo 6). El cultivo de la cepa 
Pseudomonas sp. BOE200 se utilizó como inóculo en el biofiltro percolador operado 
en la Universität Stuttgart para el tratamiento de 2-butoxietanol (capítulo 7). El resto 
de biorreactores, tanto a escala de laboratorio como industrial, se inocularon 
mediante un procedimiento simple y económico basado en la adición de fango 
activado procedente de una estación de depuración de aguas residuales urbana 
(EDAR) sin ningún tipo de adaptación previa a los contaminantes a degradar.  
 Cultivos puros 
La cepa Pseudomonas putida CECT 324 se adquirió de la Colección Española 
de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, España). Esta cepa se cultivó en frascos estériles 
de 50 mL que contenían 20 mL de medio de cultivo Nutrient Broth (NB) con un pH de 
7 y cuya composición se detalla en la Tabla 4.9. Los frascos se incubaron a 30 ºC en 
un agitador orbital a 100 rpm (New Brunswick Scientific, Edison, EEUU). Después de 
una semana, se introdujeron 250 mL del cultivo puro concentrado en un reactor 
discontinuo aireado en el que se adicionaron 750 mL de medio de cultivo NB. 
Tabla 4.9.Composición del medio de cultivo Nutrient Broth (NB). 
Compuesto  Concentración, g L-1 
Extracto de carne 1 
Extracto de levadura 2 
Peptona 5 
NaCl 5 
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El reactor discontinuo se aireó usando aire no estéril y se alimentó 
continuamente con estireno con un caudal de 0.15 mL h-1 utilizando una bomba de 
jeringa (modelo infusión/withdraw NE 1000, New Era Pumps Systems Inc., EEUU). 
Después de 30 días, los biofiltros se inocularon mediante 1 L de este cultivo que 
presentó una concentración de sólidos suspendidos de 1.7 g L-1 y un porcentaje de 
sólidos suspendidos volátiles del 71%. 
La cepa Pseudomonas sp. BOE200 fue suministrada por Christine Woiski del 
Instituto de ingeniería sanitaria, calidad del agua y gestión de los residuos sólidos 
(ISWA) de la Universität Stuttgart (Alemania). Esta cepa se aisló de una muestra de 
biomasa procedente de un biorreactor a escala industrial operado para el tratamiento 
de emisiones gaseosas contaminadas con 2-butoxietanol. La cepa se cultivó en 
matraces cónicos de 100 mL utilizando Medio Mineral (MM) con un pH de 7.1 y cuya 
composición se presenta en la Tabla 4.10. 
Tabla 4.10. Composición del medio de cultivo Medio Mineral (MM). 
Compuesto  Concentración, g L-1 
Na2HPO4·2H2O 3.50 
KH2PO4 1.00 
(NH4)2SO4 1.00 
MgSO4·7H2O 0.20 
Ca(NO3)·4H2O 0.05 
C6H8O7·FeH4N 0.01 
Compuestos traza:  
H3BO3 0.30·10
-3 
CoCl2·6H2O 0.20·10
-3 
ZnSO4·7H2O 0.10·10
-3 
NaMoO4·2H2O 0.03·10
-3 
MnCl2·4H2O 0.03·10
-3 
NiCl2·6H2O 0.02·10
-3 
CuCl2·2H2O 0.01·10
-3 
 
En el cultivo de MM se utilizó 2-butoxietanol (5 mmol L-1) como fuente de 
carbono. Después de 7 días la cepa mostró un crecimiento significativo y se 
transfirieron 25 mL del cultivo a nuevos matraces con 100 mL de MM repitiendo este 
proceso hasta la obtención de 1 L de cultivo puro con el que se inoculó el biofiltro 
percolador. El inóculo alcanzó una concentración de sólidos suspendidos de 2.8 g L-1 
y un porcentaje de sólidos suspendidos volátiles de 81%. 
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 Fango activado 
Cada uno de los fangos activados empleados en los distintos experimentos 
procedió de una EDAR diferente. Tal y como se observa en la Tabla 4.11 cada 
muestra de fango activado se adquirió el día anterior a la puesta en marcha de cada 
sistema. Para la inoculación de los biofiltros percoladores a escala de laboratorio se 
utilizó entre 0.5 y 1 L de fango activado. En los biofiltros percoladores a escala 
industrial se adicionó una cantidad de fango activado superior a 100 L. En todos los 
ensayos el fango activado, sin adaptación previa al contaminante, se adicionó en el 
tanque de recirculación de los biorreactores y se recirculó de modo continuo entre 24 
y 72 horas para fomentar la adhesión de la biomasa al material de relleno. La 
concentración de sólidos suspendidos de los fangos activados empleados en los 
distintos experimentos osciló en valores comprendidos entre 3 y 7 g L-1 y el 
porcentaje de sólidos suspendidos volátiles presentó valores comprendidos entre 70 
y 85%. 
Tabla 4.11. Fangos activados utilizados, fecha de adquisición, EDAR municipal de 
procedencia y aplicación. 
Fecha EDAR de procedencia Aplicación 
14/02/2010 Carlet, Valencia Laboratorio/Isopropanol (capítulo 5) 
12/11/2012 Quart-Benager, Valencia Laboratorio/Estireno (capítulo 6) 
20/02/2014 Paterna, Valencia Laboratorio/2-butoxietanol (capítulo 7) 
29/10/2010 Soria Piloto/Mezcla de COV (capítulo 8) 
30/06/2010 Villareal, Castellón Industrial/Mezcla de COV (capítulo 9) 
 
4.3. Técnicas analíticas para el control y el seguimiento de los 
biorreactores  
4.3.1. Concentración de COV  
En el laboratorio de la Universitat de València la concentración de COV en el 
aire de entrada y salida a los biorreactores se midió diariamente con un analizador 
de hidrocarburos totales (Nira Mercury model 901, Spirax Sarco, España) equipado 
con un detector de ionización de llama y una bomba para la succión de los gases. 
Este equipo se calibró periódicamente utilizando una bala patrón (Carburos 
Metálicos, España) de mezcla sintética estándar de propano en nitrógeno gas 
(99.9% nitrógeno, 0.1% propano) realizando diluciones con aire para obtener un 
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intervalo de concentraciones adecuado a las condiciones de trabajo entre 10 y 1000 
mg C Nm-3. Para la medición del factor de respuesta del analizador de hidrocarburos 
totales se empleó un cromatógrafo de gases (modelo 7890, Agilent Technologies, 
EE.UU) equipado con un sistema automático de válvula de inyección, un detector de 
llama de ionización y una columna capilar Rtx®-VMS (30 m x 0.25 mm x 1.4 µm). El 
gas portador fue helio a un caudal de 1.3 mL min-1 y las condiciones cromatográficas 
de análisis fueron: 250 ºC en el puerto de inyección, 100 ºC en el horno y 240 ºC en 
el detector. El equipo se conectó a un ordenador y se utilizó un software para 
registrar y almacenar los datos.  
En el laboratorio de la Universität Stuttgart la concentración de COV en el aire 
de entrada y salida en el biofiltro percolador se midió diariamente con un detector de 
ionización de llama (Multi-FID 100, Hartmann & Braun, Alemania). 
 
4.3.2. Pérdida de carga 
La pérdida de carga de los biorreactores de laboratorio se midió con 
manómetros electrónicos (modelos Kimo, MP101, España y AMSYS, Alemania) con 
un intervalo de medida comprendido entre 0 y 1000 ppm de columna de agua. 
 
4.3.3. Dióxido de carbono (CO2) 
En el laboratorio de la Universitat de València las concentraciones de CO2 en 
la corriente de aire de entrada y salida a los biorreactores se midieron con un 
analizador de dióxido de carbono (CARBOCAP® modelo GM70, Vaisala; E+E 
Electronik, Austria) con un rango de medida entre 0 y 3000 ppmv. En el laboratorio 
de la Universität Stuttgart, se empleó un analizador (CO2 transmitter, E+E Electronik, 
Austria) con un intervalo de medida entre 0 y 2000 ppmv.  
 
4.3.4. pH, conductividad y temperatura 
En el laboratorio de la Universitat de València los parámetros de pH, 
conductividad y temperatura de los biorreactores se analizaron con un medidor 
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multiparamétrico (pH/cond 340i, WTW, Alemania). En el caso de los biofiltros estos 
parámetros se monitorizaron en el lixiviado recogido semanalmente, mientras que en 
el caso de los biofiltros percoladores se midieron diariamente en la solución de 
recirculación. En el laboratorio de la Universität Stuttgart se controló diariamente el 
pH en la solución de recirculación del biofiltro percolador mediante un pHmetro (pH 
Checker, HANNA, Alemania). 
 
4.3.5. Nutrientes 
La concentración de nutrientes se analizó en muestras tomadas de la solución 
de recirculación de los biofiltros percoladores mediante un cromatógrafo iónico (Ionic 
Chromatograph 883 Basic IC Plus, Metrohm, Suiza) y mediante kits comerciales 
fotométricos para la medida de nitrato, amonio y fosfato (114773, 114752 y 114842, 
Spectroquant®, Merck KGaA, Alemania). 
 
4.3.6. Demanda química de oxígeno (DQO) 
La demanda química de oxígeno soluble se analizó empleando un kit 
comercial fotométrico (114540 Spectroquant®, Merck KGaA, Alemania). 
 
4.3.7. Carbono orgánico total y carbono inorgánico 
La concentración de carbono orgánico total y de carbono inorgánico se midió 
en muestras procedentes de la solución de recirculación de los biofiltros 
percoladores utilizando equipos específicos para muestras líquidas (TOC-VCHS, 
Shimadzu, Japón; Sievers 900, GE analytical Instruments, Alemania y Sievers 900, 
GE analytical Instruments, Alemania).  
 
4.3.8.  Sólidos suspendidos y sólidos suspendidos volátiles 
Los sólidos suspendidos y sólidos suspendidos volátiles fueron determinados 
de acuerdo con los métodos 2540 D y 2540 E, respectivamente, según el Standard 
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Methods (American Public Health Association, American Water Works Association 
and Water Environment Federation, 1998).  
 
4.3.9. Contenido de humedad de los rellenos orgánicos 
El contenido de humedad, en el caso de los rellenos orgánicos que se 
utilizaron en los biofiltros, se analizó mediante gravimetría por secado. 
 
4.4. Técnicas de biología molecular para la caracterización y el 
seguimiento de la comunidad bacteriana 
El análisis de la comunidad bacteriana se llevó a cabo mediante las técnicas 
de biología molecular: hibridación fluorescente in situ (FISH), electroforesis en gel 
con gradiente desnaturalizante (DGGE) y secuenciación del gen 16S ARNr. Estas 
técnicas se utilizaron para el estudio de la dinámica de las poblaciones bacterianas a 
lo largo del periodo experimental, así como para la identificación de especies 
presentes en los biorreactores.  
 
4.4.1. Hibridación fluorescente in situ (FISH) 
La técnica FISH permitió realizar el seguimiento y la cuantificación de los 
principales grupos y especies de bacterias presentes en los sistemas de 
biotratamiento de emisiones gaseosas. Esta técnica se aplicó en biorreactores a 
escala de laboratorio (capítulos 5 y 6) y en los biorreactores a escala piloto e 
industrial (capítulos 8 y 9). Con el objetivo de emplear la técnica FISH para el estudio 
de la dinámica de las poblaciones bacterianas se tomaron muestras de biopelícula a 
lo largo del periodo operacional y a diferentes alturas de los biorreactores. 
La técnica FISH se basa en la unión de sondas de oligonucleótidos marcadas 
con fluorocromos a una región complementaria del ARN 16S de los microorganismos 
que se pretenden identificar, por ello, para la aplicación de la técnica se utilizó una 
sonda general de bacterias (EUBmix) marcada con el fluorocromo Cy5 y otras 
sondas específicas marcadas con el fluorocromo Cy3 (Thermo Fisher Scientific). Las 
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sondas utilizadas se detallan en la Tabla 4.12. Como se observa en la Tabla 4.12 la 
sonda general de bacterias consiste en una mezcla de tres sondas EUB338, 
EUB338-II y EUB338-III. Además existen sondas denominadas competidoras que no 
van marcadas con fluorocromo. Particularmente, las sondas BET42a, GAM42A, 
DELTA495A,B,C y HGC96A se usan con sus respectivas sondas competidoras que 
no emiten señal pero impiden que las sondas marcadas se fijen en un lugar no 
específico lo que ocasionaría una falsa identificación. En el caso del grupo 
Deltaproteobacteria, se utiliza una mezcla de tres sondas (DELTA495A, DELTA495B 
y DELTA495C) denominada DELTA495mix, al igual que ocurre en el caso del grupo 
Firmicutes, que se utiliza una mezcla denominada LGCmix resultante de la mezcla 
de tres sondas (LGC345A, LGC345B Y LGC345C). 
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Tabla 4.12. Sondas de oligonucleótidos. 
Sonda Fluorocromo Especifidad Secuencia (5’ a 3’) Formamida 
(%) 
EUB338 a 
Cy5 
Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 0-50b 
EUB338-II a Otras bacterias no 
detectadas con 
EUB338 
GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50b 
EUB338-III a GCTGCCACCCGTAGGTGT 0-50
b 
ALF968 Cy3 Alfaproteobacteria GGTAAGGTTCTGCGCGTT 20 
BET42a Cy3 Betaproteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT 35 
-  Competidor BET42a GCCTTCCCACATCGTTT 35 
GAM42a Cy3 Gammaproteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT 20 
- - Competidor GAM42a GCCTTCCCACTTCGTTT 20 
DELTA495Ac 
Cy3 Deltaproteobacteria 
AGTTAGCCGGTGCTTCCT 35 
DELTA495Bc AGTTAGCCGGCGCTTCCT 35 
DELTA495Cc AATTAGCCGGTGCTTCCT 35 
- - 
Competidor 
DELTA495a 
AGTTAGCCGGTGCTTCTT 
35 
- - 
Competidor 
DELTA495b 
AGTTAGCCGGCGCTTCKT 
35 
- - 
Competidor 
DELTA495c 
AATTAGCCGGTGCTTCTT 
35 
HGC96A Cy3 Actinobacteria TATAGTTACCACCGCCGT 25 
- - Competidor HGC96A TATAGTTACGGCCGCCGT 25 
LGC 354Ad 
Cy3 Firmicutes 
TGGAAGATTCCCTACTGC 35 
LGC 345Bd CGGAAGATTCCCTACTGC 35 
LGC 345Cd CCGAAGATTCCCTACTGC 35 
PS56a Cy3 Pseudomonas sp. GCTGGCCTAGCCTTC 20 
Ppu56a Cy3 P.putida GCTGGCCTAACCTTC 20 
REX72 Cy3 Bacillus TGGGAGCAAGCTCCCAAAG 20 
Myc657 Cy3 Mycobacterium AGTCTCCCCTGYAGTA 30 
a
EUB338, EUB338-II, EUB338-III se usaron en una mezcla denominada EUB338mix. 
b
Rango de aplicación (% seleccionado dependiendo del porcentaje de formamida que requiere la sonda específica). 
c
DELTA495A, DELTA495B, DELTA495C se usaron en una mezcla denominada DELTA495mix. 
d
LGC354A, LGC345B, LGC345C se usaron en una mezcla denominada LGCmix. 
 
 
El protocolo que se ha utilizado para la aplicación de la técnica FISH se 
optimizó previamente a partir de la bibliografía (Amann y col., 1995). El 
procedimiento seguido se describe a continuación. 
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Procesamiento y fijación de la muestra: para la fijación de la biomasa se tomó 
1 mL de muestra y se adicionaron 15 mL de agua MiliQ esterilizada. A continuación, 
se disgregó la muestra utilizando la trituración mecánica de alta velocidad mediante 
el equipo Ultra-Turrax T18 basic (IKA®, Alemania). Para un posterior análisis de las 
bacterias Gram negativas, la fijación de las muestras se llevó a cabo añadiendo 1.5 
mL de paraformaldehido (4%) a 0.5 mL de muestra disgregada. Esta mezcla se 
homogenizó en un vórtex y se conservó a 4 °C durante 1 a 3 horas. Posteriormente, 
se centrifugó la mezcla durante 3 minutos a 7000 rpm, se realizó un lavado del pellet 
con 1 mL de tampón salino de fosfato (PBS) y finalmente se resuspendió la biomasa 
en 0.5 mL de PBS y 0.5 mL de etanol (-20 ºC). Para un posterior análisis de las 
bacterias Gram positivas, la fijación de las muestras se realizó centrifugando 0.5 mL 
de muestra disgregada. Seguidamente se eliminó el sobrenadante y se añadieron 
0.5 mL de PBS y 0.5 mL de etanol (-20 ºC) agitándose la mezcla resultante en un 
vortex. Las muestras fijadas se transfirieron a un criotubo y se conservaron a -20 °C. 
 
Aplicación de la muestra a un portaobjetos: se añadieron 7 µL de muestra en 
las diferentes posiciones de un portaobjetos (8 well 6 mm Diagnostic Slides, Thermo 
Scientific, España) y se secaron a 46 ºC durante 10 minutos en una estufa (Incubator 
basic INB200, Memmert, España). Seguidamente se realizaron tres deshidrataciones 
seriadas utilizando soluciones de etanol al 50%, 80% y 96% (3 minutos en cada 
concentración) y, por último, los portaobjetos se dejaron secar al aire. 
 
Hibridación de la sonda: la solución de hibridación se preparó en tubos de 2 
mL, para ello se utilizaron los reactivos que se presentan en la Tabla 4.13. Se 
añadieron 7 µL de la solución de hibridación en cada posición del portaobjetos, 1.5 
µL de la sonda general y 1.5 µL de la sonda específica y se mezclaron 
cuidadosamente. En el caso concreto de las sondas que se utilizan junto a sus 
sondas competidoras, se añadieron 5.5 µL de la solución de hibridación, 1.5 µL de la 
sonda general, 1.5 µL de la sonda específica y 1.5 µL de la sonda competidora, con 
el fin de conseguir un volumen final de 10 µL. A continuación, se preparó un tubo de 
centrífuga de 50 mL en el que se estableció una base de papel y se adicionó la 
solución de hibridación sobrante para mantener las condiciones óptimas de 
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hibridación. El portaobjetos se introdujo en el interior del tubo y éste se mantuvo en 
la estufa en posición horizontal durante 2 horas a 46 ºC. En el portaobjetos se 
dejaron dos posiciones como controles, en ellos se llevó a cabo todo el 
procedimiento a excepción de la adición de las sondas.  
 
Tabla 4.13. Composición de la solución de hibridación. 
Reactivo Volumen 
5M NaCl 360 µL 
1M Tris/HCl 40 µL 
10% SDS 2 µL 
Formamida * 
Agua MiliQ Hasta 2 mL 
*En función del % que requiere la sonda. 
 
Lavado: durante el periodo de hibridación, se preparó la solución de lavado 
con los reactivos enumerados en la Tabla 4.14. Los tubos con las soluciones de 
lavado se introdujeron en un baño termostático (10l Basic, Memmert, España) a 
48°C. Al finalizar la hibridación, los portaobjetos se colocaron en el interior de los 
tubos con la solución de lavado a 48 ºC durante 18 minutos. 
 
Tabla 4.14. Composición de la solución de lavado. 
Reactivo Volumen 
5M NaCl Según % Formamida 
0.5M EDTA Según % Formamida 
1M Tris/HCl 1 mL 
10% SDS 50 µL 
Agua MiliQ Hasta 50 mL 
 
Montaje de las muestras: después de extraer los portaobjetos de la solución 
de lavado, éstos se lavaron ligeramente con agua MiliQ, se dejaron secar en 
oscuridad y se montaron con los cubreobjetos utilizando un producto denominado 
Vectashield® (ATOM, España) que evita el deterioro y la pérdida de fluorescencia. 
 
Visualización y captación de imágenes: la observación de las preparaciones 
se realizaron mediante microscopía confocal (Leica TCS SP, Alemania; FV 1000, 
Olympus, Japón) en el Servicio Central de Soporte a la Investigación de la 
Universitat de València. La adquisición de imágenes se efectúo tomando 5 imágenes 
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de los controles (blancos) para evaluar la propia autoflorescencia de la muestra y 30 
imágenes de campos visuales diferentes de la muestra hibridada. Cada captación de 
imágenes constaba de dos imágenes, es decir, una para la señal de la sonda general 
de bacterias (azul) marcada con el fluorocromo Cy5 y otra para la sonda específica 
(magenta) marcada con el fluorocromo Cy3 (Figura 4.8). 
 
Figura 4.8. Ejemplo de imágenes FISH. a) Sonda general-Cy5. b) Sonda especifica-Cy3. 
 
Tratamiento de imágenes: el tratamiento de las imágenes adquiridas se realizó 
siguiendo el proceso descrito por Jubany y col. (2009) y utilizando un programa 
desarrollado en el software Matlab®. En primer lugar se analizaron las imágenes que 
correspondían a los controles o blancos, obteniéndose una intensidad umbral. A 
continuación, se ejecutó el programa informático analizando las 30 imágenes 
tomadas de la muestra hibridada (30 imágenes para la sonda general y 30 imágenes 
para la sonda específica), y el programa efectúo el recuento de los pixeles con una 
intensidad superior al valor umbral. Como resultado de este proceso se obtuvo un 
porcentaje relativo de la sonda específica (marcada con cianina Cy3) sobre la sonda 
general de bacterias EUB338mix (marcada con cianina Cy5).  
 
4.4.2. Extracción de ADN 
La extracción de ADN se llevó a cabo mediante kits comerciales y mediante 
ruptura mecánica con un homogenizador celular (Bead-Beater). En concreto los 
procedimientos de extracción utilizados en los distintos experimentos fueron: 
 
 
a) b)
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- Kit JETQUICK tissue DNA Spin (capítulo 5). 
- Kit Fast DNA Spin for Soil (capítulo 6). 
- Kit PowerSoil® DNA Isolation (capítulo 7). 
- Ruptura mecánica mediante un homogenizador celular (capítulo 7). 
Los kits comerciales de extracción de ADN se aplicaron siguiendo el protocolo 
proporcionado por el fabricante. Estos kits combinan una fase mecánica de ruptura 
celular con una fase de purificación del ADN que se basa en la unión del ADN a un 
gel de sílice. A modo de resumen, el protocolo seguido en los kits comerciales se 
basa en cuatro fases que garantizan la extracción satisfactoria del ADN:  
- Homogenización y ruptura mecánica de la biopelícula gracias al efecto de 
microbolas que contienen los tubos suministrados y al sistema de 
agitación: vórtex u homogenizador celular. 
- Precipitación de las proteínas. 
- Adsorción del ADN a un gel de sílice que asegura la eliminación de los 
inhibidores de la PCR. 
- Lavado y purificación del ADN.  
La extracción del ADN por ruptura mecánica se realizó mediante la mezcla de 
800 µL de muestra con perlas de sílice en un tubo de 2 mL. La suspensión se 
homogenizó cinco veces durante 60 segundos en un homogenizador celular (Bead-
Beater, B. Braun Biotech International, Alemania). Se alternaron los ciclos de 
agitación de 1 minuto con ciclos de refrigeración de la muestra de 1 minuto en hielo. 
Finalmente, se centrifugaron los tubos y se almacenó el sobrenadante a -20 ºC hasta 
su análisis. 
 
4.4.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La aplicación de la técnica PCR se realizó como paso previo a la técnica de 
DGGE y a la secuenciación del gen 16S ARNr. El ADN extraído se amplificó 
mediante PCR utilizando una mezcla de reactivos con un volumen final de 50 µL. 
Cada reacción de PCR contenía entre 1 y 2 µL del ADN extraído y cada uno de los 
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reactivos que se detallan en la Tabla 4.15. La reacción se llevó a cabo en un 
termociclador (LongGene Scientific Instruments, China; Bio-Rad Laboratorios GmbH, 
Múnich). Los cebadores utilizados se presentan en la Tabla 4.16. 
Tabla 4.15. Reactivos empleados en la PCR. 
Reactivo Concentración en 
50 µL de reacción 
Taq polimerasa 1-1.25 unidades 
dNTPs 0.2-0.25 mM 
Mg2+ 2-2.5 mM 
Cebadores 0.1-1 µM 
 
Tabla 4.16. Cebadores utilizados en la PCR. 
Cebador Cadena Suministrador 
F357-GC 5´CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG
GGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG3´ 
Euroclone, Italia 
R518 5´ATTACCGCGGCTGCTGG3´ Euroclone, Italia 
F27 5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3' Biomaster GmbH, 
Alemania 
R1492 5'ACCTTGTTACGACTT3' Biomaster GmbH, 
Alemania 
 
Los cebadores F357-GC y R518 se utilizaron en las reacciones de PCR que 
se ejecutaron como paso previo a la técnica de DGGE (capítulo 5, 6 y 7), así como 
en la reacciones de PCR que se realizaron para la secuenciación del ADN 
procedente de bandas extraídas del gel de acrilamida de la técnica DGGE (capítulo 
7), utilizando el programa de temperaturas detallado en la Figura 4.9. 
 
Figura 4.9. Programa de temperatura de PCR-DGGE y PCR para secuenciación del ADN de 
bandas de la DGGE. 
94ºC
1 min72ºC
3 min
94ºC
5 min
94ºC
1 min
65ºC
55ºC
1 min 0.5 ºC 55ºC
1 min 4ºC
∞
3 min
72ºC 72ºC
7 min
20 ciclos 10 ciclos
Capítulo 4 
Página 104 
 
Los cebadores F27 y R1492 se utilizaron en la PCR previa a la secuenciación 
del ADN procedente de cepas aisladas (capítulo 7) mediante técnicas de cultivo 
utilizando el programa descrito en la Figura 4.10. 
 
Figura 4.10. Programa de temperatura de PCR para secuenciación del ADN de cepas 
aisladas. 
 
4.4.4. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 
La técnica DGGE se llevó a cabo separando los productos de PCR en un gel 
de acrilamida al 8% usando un gradiente desnaturalizante de 35% a 55% (capítulo 7) 
o de 35% a 60% (capítulos 5 y 6). Para ello, se preparó un gel de acrilamida 
utilizando una solución desnaturalizante de baja concentración urea-formamida y una 
solución desnaturalizante de alta concentración urea-formamida, cuyas 
composiciones se detallan en la Tabla 4.17. Además, se empleó una disolución final 
de acrilamida 0% desnaturalizante. Para la polimerización del gel se añadieron los 
reactivos persulfato de amonio (APS) al 10% y tetrametiletilendiamina (TEMED).  
Tabla 4.17. Composición de las soluciones desnaturalizantes utilizadas en la técnica DGGE. 
Reactivo 
35% 55% 60% 
Disolución  
final 
Agua miliQ (mL) 8.0 6.0 5.5 3.6 
Acrilamida/Bisacrilamida 40% (mL) 3.0 3.0 3.0 1.3 
Tampón TAE 50X (mL) 0.3 0.3 0.3 0.1 
Urea (g) 2.2 3.4 3.7 - 
Formamida (mL) 2.1 3.3 3.6 - 
Glicerol (mL) 0.3 0.3 0.3 - 
Volumen final (mL) 15.0 15.0 15.0 5.0 
 
94ºC
1 min72ºC
1 min
94ºC
4 min
94ºC
0.5 min
58.5ºC
55ºC
1 min 4ºC
∞
3 min
72ºC 72ºC
8 min
30 ciclos 10 ciclos
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El gel se preparó utilizando dos platos de vidrio rectangulares dispuestos uno 
encima de otro, de modo que entre ellos existió un espacio de 1 mm donde se 
introdujeron las soluciones de alta y baja concentración mediante un sistema 
formador de gradientes. La parte superior del gel se completó con la disolución 0% 
desnaturalizante donde se dispuso un peine para formar los pocillos en los que se 
introdujeron entre 10 y 20 µL de los productos de PCR. 
La electroforesis se llevó a cabo con el sistema DGGE Kuro verti 2020 (VWR 
Internacional Eurolab S.L, España). Este sistema dispone de una cámara de 
electroforesis que se llenó de una solución buffer denominada TAE 1X. La 
elaboración del buffer TAE 1X se realizó a partir de TAE 50X disolviendo 242 g de 
Tris base, 57.1 mL de ácido acético glacial, 100 mL de 0.5 M EDTA en 1 L de agua 
MiliQ, esterilizando la solución final durante 30 minutos a 120 ºC. La electroforesis se 
realizó a 60 ºC aplicando un voltaje de 50 V durante 5 minutos, 150 V durante 120 
minutos y 200 V durante 60 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, se procedió 
a la tinción del gel para su posterior visualización utilizando el reactivo Eurosafe 
(Euroclone, Italia). La visualización y captación de imágenes se realizó en el sistema 
MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging System Ltd., España). Las bandas dominantes que 
se observaron en los geles obtenidos tras la técnica DGGE se extrajeron sobre un 
transiluminador UV (ECX-20M, Vilbert Lourmat, España) con un bisturí estéril para su 
posterior identificación mediante la técnica de secuenciación. Las bandas se 
disgregaron y se homogenizaron en 30 µL de agua MiliQ. Esta mezcla se incubó a 4 
ºC durante 15 horas. Posteriormente, se centrifugaron los tubos y se almacenó el 
sobrenadante a -20ºC. 
 
4.4.5. Secuenciación del gen 16S ARNr 
La secuenciación del gen 16S ARNr permite obtener información taxonómica y 
filogenética. Como paso previo a la secuenciación, el gen 16S ARNr se amplificó por 
PCR. Los productos de PCR se purificaron mediante un Kit comercial (High Pure 
PCR product Purification Kit, Roche, España; GenEluteTM PCR Clean-Up Kit, Sigma-
Aldrich, Alemania). La secuenciación del ADN (capítulo 7) se llevó a cabo por GATC 
Biotech AG (Constance, Alemania) y por el servicio de Genómica de la Universitat de 
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València (Valencia, España) mediante un analizador automático de ADN (3730 KL 
DNA analyzer, Applied Biosystems, España). La edición de las secuencias se realizó 
con el software MEGA versión 6.06, y los resultados se compararon con los 
disponibles en la base de datos NCBI GenBank mediante el software BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
4.5. Técnicas de cultivo en placa 
Las técnicas de cultivo en placa se aplicaron para el aislamiento de cepas 
presentes en los biofiltros percoladores empleados para el tratamiento de aire 
contaminado con 2-butoxietanol (capítulo 7). Se utilizó un medio de cultivo selectivo 
denominado Medio Mineral (MM) que permitió la identificación de cepas que pueden 
usar 2-butoxietanol como fuente de carbono. En cada placa de MM se adicionaron 
15 µL de 2-butoxietanol como la única fuente de carbono. También se empleó un 
medio de cultivo general denominado Nutrient Broth (NB) que permitió el crecimiento 
de otras especies que no necesariamente presentaron la capacidad para asimilar el 
contaminante. Las composiciones de los medios MM y NB han sido previamente 
descritas. Las placas se incubaron a 30 ºC. 
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El presente trabajo de tesis doctoral se ha centrado en el análisis de las 
comunidades bacterianas desarrolladas en biofiltros y biofiltros percoladores para el 
tratamiento de emisiones gaseosas de compuestos orgánicos volátiles, y en el 
estudio de su relación con las condiciones de funcionamiento del proceso. Las 
principales conclusiones que pueden obtenerse del análisis de los resultados 
experimentales presentados en cada uno de los artículos científicos que componen 
la presente tesis doctoral (capítulos del 5 al 9) se exponen a continuación. 
 
Escala de laboratorio 
A nivel de laboratorio se realizaron tres estudios en los que se emplearon 
tanto biofiltros como biofiltros percoladores para el tratamiento de emisiones 
gaseosas que contenían un único contaminante. Del estudio correspondiente al 
tratamiento de isopropanol (capítulo 5), contaminante típico del sector flexográfico, 
se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
1. Se ha demostrado que el biofiltro percolador relleno de anillos de polipropileno 
obtuvo eficacias de eliminación ligeramente superiores a las obtenidas en el 
biorreactor con el material de relleno estructurado, especialmente cuando se 
aplicó el menor tiempo de residencia (27 s) o la mayor carga másica 
volumétrica (75 g C m-3 h-1).  
 
2. Las técnicas de hibridación fluorescente in situ y de electroforesis en gel con 
gradiente desnaturalizante han permitido el análisis de la composición de las 
comunidades bacterianas desarrolladas en los biorreactores y su variación a 
lo largo de la operación. 
 
3. A pesar de utilizar idénticas condiciones de funcionamiento, se han observado 
diferencias en la composición de las comunidades bacterianas de ambos 
biorreactores, relacionándose con la utilización de distinto material de relleno 
en cada uno de ellos. La diferente estructura y superficie específica que 
presentan ambos materiales puede afectar a procesos microscópicos tales 
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como la transferencia de contaminante, oxígeno y nutrientes a la biopelícula y 
su difusión en el seno de ésta; así como, al desarrollo y a la adhesión de la 
biomasa sobre el relleno, a la superficie mojada del mismo y a la distribución 
de la fase líquida. Por lo tanto, una variación en estos procesos puede influir 
en el desarrollo de las comunidades microbianas, causando un 
comportamiento diferente a escala macroscópica.  
 
4. A lo largo del experimento se ha detectado una progresiva especialización de 
las poblaciones bacterianas. Se ha observado un incremento importante de la 
abundancia relativa de grupos bacterianos que incluyen especies con 
capacidad para degradar compuestos orgánicos y/o para mantener su 
actividad metabólica en ambientes con elevadas concentraciones de dichos 
compuestos. En este sentido, el grupo Gammaproteobacteria y el género 
Pseudomonas sp. que destacan por esta capacidad presentaron finalmente la 
mayor abundancia relativa.  
 
5. La mayor eficacia de eliminación obtenida en el biorreactor relleno de anillos 
de polipropileno se ha relacionado con una mayor abundancia de especies 
pertenecientes al género Pseudomonas sp. La especie Pseudomonas putida, 
perteneciente a este género, fue identificada en ambos reactores durante el 
periodo experimental, indicando que presenta un rol importante en el proceso 
de degradación del isopropanol y de otros compuestos orgánicos.  
 
Para el estudio relativo a la eliminación de estireno (capítulo 6), contaminante 
típico de las emisiones industriales del sector del procesamiento y de la síntesis de 
polímeros, se presentan las siguientes conclusiones:  
6. Los resultados obtenidos muestran que el biofiltro de turba presentó la mayor 
capacidad de eliminación máxima (81 g m-3 h-1 para una carga volumétrica de 
173 g m-3 h-1 a un tiempo de residencia de 60 s), frente a las obtenidas en el 
biofiltro de fibra de coco (39 g m-3 h-1 para una carga volumétrica de 89 g m-3 
h-1 a un tiempo de residencia de 90 s) y en el biofiltro percolador (52 g m-3 h-1 
para una carga volumétrica de 116 g m-3 h-1 a un tiempo de residencia de 45 
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s). Sin embargo, el biofiltro de turba y el biofiltro percolador presentaron una 
capacidad de eliminación similar, alrededor de 40 g m-3 h-1, trabajando a una 
carga volumétrica de 75 g m-3 h-1 y a un tiempo de residencia de 60 segundos. 
 
7. Se ha demostrado que el diseño y la planificación del programa de riego en 
los biofiltros juega un papel fundamental en la operación de estos sistemas. 
Este programa de riego debería ser ajustado en función del tiempo de 
residencia y de la capacidad de retención de humedad de cada material de 
relleno, ya que, un desajuste en este parámetro puede llegar a producir 
problemas de secado o de compactación, afectando de manera negativa al 
rendimiento del sistema. 
 
8. Desde el punto de vista de la utilización de estos sistemas a escala industrial, 
el biofiltro percolador ha presentado: (a) mayor robustez en el funcionamiento, 
(b) menores pérdidas de presión que implican menores costes energéticos en 
la impulsión del gas a tratar y (c) eficacias de eliminación elevadas trabajando 
a tiempos de residencia inferiores a 45 segundos, lo que conlleva la necesidad 
de menores requisitos de volumen. Por lo tanto, todo esto, junto a las mayores 
alturas permitidas en su construcción (intervalo comprendido entre 8 y 10 m), 
contribuye a un mayor control de la operación y a unos requisitos de superficie 
inferiores a los necesarios para los biofiltros, haciendo del biofiltro percolador 
el sistema más adecuado para el tratamiento de emisiones de estireno en los 
intervalos de condiciones experimentales ensayadas. 
 
9. El uso como inóculo de un fango activado proveniente de una estación 
depuradora de aguas residuales urbanas permitió un tiempo de arranque 
menor que el observado mediante la inoculación con un cultivo enriquecido de 
la cepa Pseudomonas putida CECT 324. Este hecho, unido a la obtención de 
eficacias de eliminación similares entre ambos sistemas inoculados con un 
tipo de inóculo diferente, pone de manifiesto que el procedimiento de 
inoculación mediante fango activado es la mejor opción por su mayor 
aplicabilidad a nivel industrial.  
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10. Se ha demostrado que la especie Pseudomonas putida se desarrolló en 
presencia de estireno, alcanzando abundancias significativas 
independientemente del tipo de inóculo y del tipo de material de relleno 
empleado: orgánico o plástico. Esta observación, junto con el resultado 
obtenido durante la eliminación de isopropanol, corrobora la importancia de 
esta especie en la degradación de compuestos orgánicos.  
 
11. En el caso particular de los biofiltros, se han detectado diferencias en la 
composición de las comunidades bacterianas de ambos sistemas. Estas 
diferencias se pueden atribuir, entre otras causas, a la microflora indígena 
específica que estaba presente originalmente en cada uno de los dos 
materiales de relleno. A partir de esta microflora proliferaron especies 
bacterianas que no fueron detectadas en el inóculo. Esto explica que la cepa 
Pseudomonas putida CECT 324 contenida en el inóculo no fuera la especie 
predominante en los biofiltros a partir del tercer mes de operación. 
 
En el último estudio realizado a escala de laboratorio para la eliminación de 2-
butoxietanol (capítulo 7), compuesto habitual de las emisiones industriales del sector 
del recubrimiento de superficies, se ha demostrado que:  
12. El proceso de biofiltro percolador permite un tratamiento eficaz de emisiones 
gaseosas contaminadas con 2-butoxietanol. Los resultados indican que el 
biorreactor inoculado mediante el cultivo puro de Pseudomonas BOE200 
presentó valores de capacidad de eliminación ligeramente superiores al 
biorreactor inoculado con fango activado procedente de una depuradora de 
aguas residuales urbanas. Se han obtenido valores de 110.6 g m-3 h-1 y 89.6 g 
m-3 h-1 bajo condiciones de carga volumétrica de 195 g m3 h-1 y un tiempo de 
residencia de 12.5 s para ambos sistemas, respectivamente. 
 
13. Se ha corroborado que el uso de fango activado para la puesta en marcha de 
los biorreactores es la mejor opción, tal y como ya se había indicado en el 
ensayo para la eliminación de estireno. La ligera mejora en la capacidad de 
eliminación utilizando un cultivo puro no justifica la complejidad que a nivel 
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industrial supone el uso de cultivos puros frente al uso de fango activado para 
la inoculación del biorreactor. 
 
14. El uso combinado de las técnicas de cultivo en placa empleando un medio de 
crecimiento selectivo y la secuenciación de ADN ha permitido el aislamiento y 
la identificación de especies bacterianas con capacidad de usar el 2-
butoxietanol como fuente de carbono. 
 
15. A lo largo del experimento se ha detectado el desarrollo de comunidades 
bacterianas complejas que incluyen tanto especies capaces de asimilar el 2-
butoxietanol como especies que empleaban otras fuentes de carbono como 
pueden ser las sustancias celulares o extrapoliméricas.  
 
16. Se vuelve a demostrar la importancia de las especies pertenecientes al 
género Pseudomonas sp. como Pseudomonas putida y Pseudomonas 
aeruginosa en el tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas con 
compuestos orgánicos. Ambas especies han mostrado capacidad para 
degradar 2-butoxietanol y, además, se detectó un desarrollo de ambas en el 
sistema inoculado con fango activado. 
 
17. El análisis de los patrones de bandas de DGGE de las muestras obtenidas a 
diferentes alturas del lecho del biofiltro percolador y en la solución de 
recirculación mostraron una gran similitud, lo que indica que los flujos de aire y 
de líquido del proceso generan una distribución homogénea de especies 
microbianas en el biorreactor.  
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Escala industrial 
A nivel industrial se realizaron dos estudios en los que se utilizó el proceso de 
biofiltro percolador para el tratamiento de emisiones industriales procedentes del 
sector de recubrimiento de superficies caracterizadas por patrones irregulares de 
concentración y de composición. La instalación de una planta piloto de 0.75 m3 en 
una industria dedicada a la fabricación de productos automovilísticos (capítulo 8) ha 
permitido extraer las siguientes conclusiones:  
18. Se ha demostrado la efectividad del proceso de biofiltro percolador para el 
tratamiento de emisiones industriales que presentaron composiciones 
variables de sustancias de distinta naturaleza química como n-butil acetato, 
xileno, cumeno o naftaleno, entre otros. 
 
19. El tiempo de residencia necesario para que la concentración de compuestos 
orgánicos volátiles en el efluente gaseoso cumpliera los límites legales 
exigidos para esta actividad industrial (75 mg C Nm-3) dependió de la 
composición de las emisiones gaseosas asociada al tipo de productos que 
eran empleados en el proceso de fabricación. Para emisiones ricas en 
sustancias biodegradables se necesitó un tiempo de residencia comprendido 
entre 30 y 40 s. Sin embargo, en el caso de composiciones con elevada 
proporción de sustancias aromáticas y recalcitrantes se necesitó incrementar 
el tiempo de residencia hasta 80 s. 
 
20. Se desarrolló una comunidad bacteriana diversa y diferente a la 
identificada en el inóculo que, además, se vio afectada por la variación en la 
composición de las emisiones gaseosas. En este sentido, el grupo bacteriano 
Gammaproteobacteria, que anteriormente en los experimentos de laboratorio 
se ha destacado por contener especies con capacidad para degradar 
compuestos orgánicos, presentó cambios en su abundancia a lo largo del 
experimento. Los mayores valores de abundancia de este grupo se 
alcanzaron al tratar las emisiones ricas en sustancias más biodegradables, 
por ejemplo en presencia de n-butil acetato.  
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Finalmente, del estudio que completaba la transferencia de tecnología del proceso 
de biofiltro percolador y que se centró en la caracterización de las comunidades 
microbianas del sistema instalado como solución final de depuración de las 
emisiones gaseosas de una empresa de fabricación de muebles (capítulo 9) se 
puede concluir que: 
21. La caracterización de las poblaciones bacterianas del sistema y la selección 
de las sondas FISH para la identificación de la comunidad microbiana han 
resultado ser satisfactorias. Se cuantificó hasta el 98% de las bacterias 
presentes en el sistema industrial a pesar de la complejidad de las muestras y 
de la elevada variabilidad de las emisiones a depurar. 
 
22. La comunidad bacteriana desarrollada en el sistema experimentó variaciones 
a lo largo del periodo experimental debido a cambios en la composición de las 
emisiones gaseosas, tal y como se observó en el estudio a escala piloto 
realizado en una instalación industrial del sector auxiliar de automoción. 
 
23. Se vuelve a demostrar la importancia de las especies pertenecientes al grupo 
bacteriano Gammaproteobacteria en la degradación de disolventes orgánicos 
corroborando las conclusiones extraídas en los estudios a escala de 
laboratorio y de planta piloto. 
 
24. Las variaciones detectadas en el funcionamiento del sistema y, a su vez, en 
las comunidades bacterianas desarrolladas, muestran la importancia de 
profundizar en la identificación de las especies involucradas para determinar 
el papel que desempeñan sobre la efectividad y la robustez del proceso de 
biofiltración. En este sentido, la aplicación de técnicas de nueva generación 
como la pirosecuenciación puede ser de gran utilidad. 
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The present doctoral thesis has focused on analysis of the bacterial 
communities developed in biofilters and biotrickling filters for the treatment of 
gaseous emissions polluted by volatile organic compounds, and on the study of their 
relationship with the operational conditions of the process. The main conclusions that 
can be obtained from analysis of the experimental results presented in each of the 
scientific articles that compose the present doctoral thesis (chapters 5 - 9) are 
discussed below. 
 
Laboratory scale 
At the laboratory level, three studies were performed, in which both biofilters 
were used as biotrickling filters for the treatment of gaseous emissions that contained 
a single contaminant. From the study corresponding to the treatment of isopropanol 
(chapter 5), a typical contaminant of the flexographic sector, the following 
conclusions can be extracted:  
1. In the biotrickling filter packed with polypropylene rings, removal efficiencies 
that were slightly higher than those obtained in the bioreactor with the 
structured packing material were observed, especially when the shorter 
residence time (27 s) or the greater inlet load (75 g C m-3 h-1) was applied. 
 
2. The techniques of fluorescence in situ hybridisation and denaturing gradient 
gel electrophoresis allowed analysis of the composition of the bacterial 
communities developed on the bioreactors and its variation throughout the 
operation. 
 
3. Despite using identical operational conditions, differences in the composition of 
bacterial communities of both bioreactors were observed; these were related to 
the use of different packing materials in each bioreactor. The different structure 
and specific area presented by both materials can affect microscopic 
processes such as the transfer to and diffusion into the biofilm of pollutants, 
oxygen and nutrients or the biomass development and attachment, wetted 
area and distribution of the liquid phase. Therefore, variation in these 
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processes can influence the development of microbial communities, causing 
different behaviours at the macroscopic scale. 
 
4. During the experiment, a gradual specialisation of the bacterial populations 
was detected. An important increase in the relative abundance of bacterial 
groups that include species with the ability to degrade organic compounds 
and/or maintain their metabolic activity in environments with high 
concentrations of these compounds has been observed. In this sense, the 
Gammaproteobacteria group and the genus Pseudomonas sp., which were 
highlighted for this capability, finally presented the highest relative abundance. 
 
5. The higher removal efficiency obtained in the bioreactor packed with 
polypropylene rings has been associated with a greater abundance of species 
belonging to the genus Pseudomonas sp. The species Pseudomonas putida, 
belonging to this genus, was identified in both reactors during the experimental 
period, indicating that it presents an important role in the degradation process 
of isopropanol and other organic compounds. 
 
For the study related to the removal of styrene (chapter 6), a typical pollutant 
of the industrial emissions from the processing and polymer synthesis sector, the 
following conclusions are presented: 
6. The results obtained show that the peat biofilter presented the highest 
maximum elimination capacity (81 g m-3 h-1 for an inlet load of 173 g m-3 h-1 
and an empty bed residence time of 60 s), compared with those obtained from 
the coconut fibre biofilter (39 g m-3 h-1 for an inlet load of 89 g m-3 h-1 and an 
empty bed residence time of 90 s) and in the biotrickling filter (52 g m-3 h-1 for 
an inlet load of 116 g m-3 h-1 and an empty bed residence time of 45 s). 
However, the peat biofilter and the biotrickling filter presented a similar 
elimination capacity, about 40 g m-3 h-1, working at an inlet load of 75 g m-3 h-1 
and an empty bed residence time of 60 s.  
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7. It has been demonstrated that the design and planning of the irrigation 
programme in the biofilters play a key role in the operation of these systems. 
This irrigation programme should be adjusted with regard to the empty bed 
residence time and the water holding capacity of each packing material, since 
maladjustment in this parameter can lead to drying or compacting problems, 
negatively affecting the system performance. 
 
8. From the point of view of the use of these systems at the industrial scale, the 
biotrickling filter has presented: (a) greater robustness in the performance, (b) 
lower pressure drops that involve lower energy costs and (c) high removal 
efficiencies working at empty bed residence times less than 45 s, which 
implies lower volume requirements. Therefore, all of these advantages and the 
greatest heights permitted in its construction (range between 8 and 10 m) 
contribute to a greater control of the operation and to lower surface 
requirements than those required for biofilters. This demonstrates that the 
biotrickling filter is the most suitable system for the treatment of styrene 
emissions in the intervals of the tested experimental conditions. 
 
9. The use of activated sludge from an urban wastewater treatment plant as 
inoculum allowed a shorter start-up period than that observed by inoculation 
with an enriched culture of the strain Pseudomonas putida CECT 324. This 
fact and the similar removal efficiencies obtained in both systems inoculated 
with a different type of inoculum, shows that the inoculation procedure using 
activated sludge is the best option due to its wider applicability at the industrial 
level.  
 
10. It has been demonstrated that the species Pseudomonas putida was 
developed in the presence of styrene, reaching significant relative abundances 
regardless of the inoculum type and the type of packing material: organic or 
plastic. This observation, together with the result obtained during the removal 
of isopropanol, corroborates the importance of this species in the degradation 
of organic compounds. 
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11. In the particular case of biofilters, differences in the composition of the 
bacterial communities of both systems were detected. These differences can 
be attributed, among other causes, to the specific indigenous microflora that 
was originally present in each of the two packing materials. From this 
microflora, bacterial species that were not detected in the inoculum 
proliferated. This explains that the strain Pseudomonas putida CECT 324 
contained in the inoculum was not the predominant species in the biofilters 
from the third month of operation. 
 
In the last study performed at the laboratory scale for the removal of 2-
butoxyethanol (Chapter 7), a common compound of the industrial emissions from the 
surface coating sector, has demonstrated that:  
12.  The biotrickling filter process allows the effective treatment of gaseous 
emissions contaminated with 2-butoxyethanol. The results indicate that the 
bioreactor inoculated with the pure culture of Pseudomonas BOE200 
presented elimination capacity values slightly higher than those in the 
bioreactor inoculated with activated sludge from an urban wastewater 
treatment plant. Values of 110.6 g m-3 h-1 and 89.6 g m-3 h-1 were obtained for 
both systems, respectively, under conditions of inlet load of 195 g m3 h-1 and 
an empty bed residence time of 12.5 s. 
 
13. The use of activated sludge for the start-up of the bioreactors as the best 
option has been corroborated, as already indicated in the study regarding the 
removal of styrene. The slight improvement in the elimination capacity using a 
pure culture does not justify the complexity that supposes the use of pure 
cultures compared with the use of activated sludge for the bioreactor 
inoculation at the industrial scale. 
 
14. The combined use of plating techniques with a selective growth medium and 
DNA sequencing has enabled the isolation and identification of bacterial 
species with the capability to use 2-butoxyethanol as the carbon source. 
 
General Conclusions 
Página 191 
15. During the experiment, the development of complex bacterial communities that 
include both species with the ability to assimilate 2-butoxyethanol as a species 
that employed other carbon sources, such as cellular or extrapolymeric 
substances, was detected. 
 
16. The importance of species belonging to the genus Pseudomonas sp., such as 
Pseudomonas putida and Pseudomonas aeruginosa, in the treatment of gas 
streams contaminated with organic compounds, has been demonstrated. Both 
species have shown the ability to degrade 2-butoxyethanol and, in addition, 
development of them in the system inoculated with activated sludge was 
detected. 
 
17. The DGGE banding patterns analysis from obtained samples at different 
heights of the bed of the biotrickling filter and in the recirculation solution 
showed great similarity, indicating that the air and liquid flows of the process 
generate an even distribution of microbial species in the bioreactor.  
 
Industrial scale 
At the industrial level, two studies were performed in which the biotrickling filter 
process was used for the treatment of industrial emissions from the surface coating 
sector characterised by irregular patterns of concentration and composition. The 
installation of a pilot plant of 0.75 m3 in an industry dedicated to the automotive 
products manufacturing (chapter 8) has led to the following conclusions: 
18. The biotrickling filter process is effective for the treatment of industrial 
emissions that presented variable compositions of substances of different 
chemical nature such as n-butyl acetate, xylene, cumene and naphthalene, 
among others. 
 
19. The empty bed residence time needed for that the concentration of volatile 
organic compounds in the gaseous effluent met the legal limits for this 
industrial activity (75 mg C Nm-3), dependent on the composition of the 
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gaseous emissions associated with the type of products that were employed in 
the manufacturing process. For the treatment of emissions composes mainly of 
biodegradable substances, an empty bed residence time between 30 and 40 s 
was needed. However, for the treatment of emissions containing a high 
proportion of aromatic and recalcitrant substances, it was required to increase 
the empty bed residence time to 80 s. 
 
20. A diverse and different bacterial community to that identified in the inoculum 
was developed, which affected the variation in the composition of the gaseous 
emissions. In this sense, the Gammaproteobacteria bacterial group, which has 
been previously been highlighted in laboratory experiments using species with 
the ability to degrade organic compounds, presented changes in abundance 
throughout the experiment. The highest abundance values of this group were 
achieved when the emissions were composed mainly of biodegradable 
substances, for example in the presence of n-butyl acetate. 
 
Finally, from the study that completed the technology transfer of biotrickling filter 
process which was focused on the characterisation of microbial communities of the 
system installed as a final solution for the treatment of gaseous emissions from a 
furniture facility (chapter 9), it can be concluded that: 
 
21. The characterisation of bacterial populations of the system and the selection of 
FISH probes for identification of the microbial community gave satisfactory 
results. Despite the complexity of the samples and the high variability of 
emissions for treatment, 98% of the bacteria present in the industrial system 
were quantified. 
 
22. The bacterial community developed in the system showed variations 
throughout the experimental period due to changes in the composition of the 
gaseous emissions, as observed in the study at the pilot scale, which was 
conducted in an industrial installation from the auxiliary automotive sector. 
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23. It has been demonstrated again the importance of the species belonging to the 
Gammaproteobacteria bacteria group in the degradation of organic solvents, 
corroborating the conclusions extracted from studies at laboratory and pilot 
plant scale.  
 
24. The variations detected in the system performance and, in turn, in the bacteria 
communities developed, show the importance of deepening the identification 
of the species involved to determine the role that presents the effectiveness 
and robustness of the biofiltration process. In this sense, the application of 
next-generation sequencing technologies such as pyrosequencing can be very 
useful. 
 
